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|^ Drojdiile. sînt, fără îndoială, atit din ‘punct de vedere'calitativ cit şi 
economic cel mai important: grup de microorganisme care se utilizează 
în producţie ai se comercializează. Cantitatea totală de drojdie produsă 
anual este' de ordinul zecilor de: milioane. de tone, iar:beneficiile sint es- 
timate la citevd miliarde de dolari. Nici un alt grup de microorganisme: 
n-a-fost mai intim asociat cu progresul şi bunăstarea omenirii. că. drojdiile. 
“În afara unor ramuri tradiționale cum sint: industriile: de : panificatie, bere, 
|vinm, sampanie “în care” se--utilizează S. cerevisiae: şi speciile “înrudite 
S. carlsbergensis! şi. S; ellipsoideus, în: ultimii. ani drojdiile, în: special cele 
din 'genurile Saccharomyces, Candida, Hansenula; sînt utilizate et succes 
entru producerea pe. scară: industrială, de proteine, aminoacizi, vitamine, 
introduse în “prezent în hrana! animalelor, dar cu: perspective pentru: fo- 
osirea lor st: în hrana omului. Aceste rümuri industriale mr cunoscut: în 
ultima perioadă moi direcţii de dezvoltare. "Astfel, o problemă. de mare. 
ctualitate este producerea de etanol, atit pentru. alimentaţie, cît: si “ca. 


nducerea, identificarea, izolarea. și „caracterizarea unor mutante, şi linii 
^u proprietăţi biologice şi;economice superioare (conținut ridicat de ami- 
oacizi, capacitate de fermentare şi valorificare superioară a mediilor. de 
ltură etc:); obținerea unor “hibrizi și recombinati prin tehnici. de îngi- 
nerie genetică și fuziune de protoplaşti etc. 

Realizarea cea mai promițătoare este considerată hibridarea somatică. 
prin fuziune de protoplaști, care conduce la eliminarea incompatibilitátii 
|genetice şi deschide calea spre hibridarea asexuatá interspecificá si inter- 
generică. 114 "Pie e ) 
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Deşi cele mai multe studii de genetică şi biochimie au fost între- 
prinse pe Saccharomyces cerevisiae, iar în producţie se utilizează un 
număr relativ redus de specii, există o mare varietate de genuri şi specii 
de drojdii care pot oferi avantaje pentru studiul experimental şi cu reale 
perspective de introducere în producţie. Introducerea şi exploatarea în 
producție a unui număr mai mare de drojdii implică o permanentă acti- 
vitate de îmbogăţire a stocului de specii şi tulpini, prin izolarea din na- 
tură, încadrarea corectă din punct de vedere taxonomic $i stabilirea par- 
ticularitütilor lor biologice si productive. În acelaşi timp o identificare 
rapidă şi corectă este esenţială și obligatorie pentru specialiştii din cer- 
cetare şi: producție în scopul utilizării unui. spectru cît mai larg. de 'droj- 
dii, în industrie şi laboratoarele: de cercetare, dar și în vederea stabilirii, 
cauzelor precise ale contaminürilor nedorite cu. tulpini si pecht din nq= 
tură gi: care: nu prezintă proprietăți biologice: cerute: de procesul tehno- 
logic: | Ci Y d AA | i Do." ow 

“Ţinînd seama si de. faptul cá în producție activitatea unei tulpini 
este limitată Zei (mn. iar: obținerea unei producții constante, de calitate 
superioară: şi randamente ridicate, reclamă ameliorarea parametrilor bio- 
logici. ai. tulpinelor folosite, prin. selecție, hibridarea somatică şi: sexuatü, 
mutageneză, transformare mediată ami considerat; „potrivit. ca, în „acest 
volum să introducem. capitolele. Caracterizarea şi. identificarea drojdiilor 
şi” Bazele geneticii, ale; ameliorării drojdiilor. industriale. Prin aceasta. pu-. 
nem la dispoziţia specialiştilor din cercetare și producţie cunoştinţe, jun- 
damentale: absolut: necesare: activităţii de informare. şi documentare şi a 
unor. tehnici și procedee: actuale:și de more eficiență. | 

“Monografia Biologia. şi tehnologia drojdiilor este. redactată de spe- 
cialişti. care îşi desfăşoară activitatea în invátámintul superior, în insti- 
tute de cercetare: şi unități de producţie, ceea, ce se Lrăsfrânge, pozitiv 
asupra conținutului, uneori inedit al problemelor: dezbătute. İn afara. unor. 
probleme fundamentale cuim sint-caracterizarea:si identificarea. drojdülor; 
bazele genetice ale ameliorării, în lucrare sint prezentate! sintetic. rezul- 
tatele :obţinute. de. specialiștii români; inclusiv ale autorilor prezentei lu- 
crüri, în domeniul tehnologiei, al. folosirii. drojdiilor. în industria, de. pani- 
ficatie, bere, vinificaţie- sau pentru, obținerea: proteinelor şi alcoolului... . 

cv; Utile pentru. o categorie mai largă de cititori, sint şi cunoştinţele cu- 
prinse în capitolul. Drojdiile. ca aliment-medicament.. | s 

Ne exprimăm speranta că monografia Biologia si tehnologia drojdiilor, 
prima lucrare de acest gen cure apare în tara noastră si printre foarte 
puţinele. existente în lume, va reprezenta o lucrare de referință în litera- 
tura de specialitate si un sprijin direct si calificat în “activitatea de m- 
vütámint, cercetare si producție. | | b 
` Exprim cele mai alese multumiri conducerii Editurii Tehnice pentru 
sprijinul acordat în vederea apariției lucrării noastre. 

^ Exprimüm cele mai alese si respectuoase mulțumiri mot. dr. docent 
G."Zarnea" pentru amabilitatea cu care a acceptat să: analizeze" lucrarea 
noastră si pentru observaţiile gi sugestiile preţioase pe care mi le-a dat 
în definitivarea acesteia. | 


E ri asd dul Proj. dr. I. ANGHEL 
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INTRODUCTION 


„Yeasts are without any doubt, qualitatively and economically, the „most im- 
portant group of microorganismus used in industry and commerce. 'The total amount 
of yeast produced annually reaches tens of million tons. and the. benefits. drawn 
from them are esteemed to amount to several billions, of dollars..No other group 
of microorganisms has been more intimately. linked with the progress and welfare 
of humanity, than the yeasts.. Besides the traditional branches Jike..bread, „beer, 
wine, champagne . where. Saccharomyces cerevisiae. and the related species S. carls- 
bergensis and ‚S. ellipsoideus.are utilised, in recent years: yeasts — especially, from 
the genera Saccharomyces, Candida, Hansenula are used with success in. the pro- 
duction, on an industrial scale. of proteins, .aminoacids,. vitamins, introduced in the 
present for feeding animals, but there. are prospects.too Io use them also as food 
for man. These industrial branches have pursued in the last period new pathways 
of development, A problem of great interest is now the production of ethanol, for 
consumption as well as substitute for gasoline. Because conventional yeasts, used 
in the alcoholic fermentation, do not metabolise starch and dextrines, nor pentoses 
(e.g. xylose — the monomer of hemicellulose, formed in large quantity as a result 
of wood hydrolysis) there were obtained by selection strains of S. diastaticus ca- 
pable of metabolising dextrines and the type Pachysolen tonnophilus capable ot 
hydrolysing xylose. s Di y 

The work, written for the use of specialized engineers, biochemists, biologists 
who are working In: industrial plants and institutes for research and development, 
will be useful also for the undergraduates of biology, biochemistry and industrial 
foodstuff sections, who will find in its pages plentiful data on the distribution of 
yeasts in nature, the biologic properties of industrially used yeasts, the technolo- 
gical processes warranting to obtain products of superior quality. Also are treated 
the foundations of genetics, the improvement of industrial yeasts and the practical 
methods of these improvements as inducement, identification, isolation and cha- 
racterisation of mutants and clones endowed with superior biologic and economic 
properties (high content. of aminoacids, capacity of fermentation and a higher level 
of the exploitation of culture media etc), the creation of hybrids and recombinants 
by the techniques of gene engineering and protoplast fusion. 

As a promising pathway has been considered the somatic hybridization by 
protoplast fusion, allowing to eliminate genetic incompatibility and thus opening 
the way to asexual interspecific and intergeneric hybridization. 

Although most genetic and biochemica! research has been done on Saccharo- 
myces cerevisiae, and in industry a relatively small number of species is utilised, 
there is a great variety of yeast genera and species which may offer advantages 
for experimental studies and which possess -real prospects of introduction into 
practice, The introduction and exploitation in production of a greater number of 
yeasts implies a permanent activity of enriching the fund of species and strains 
by isolating them from nature, the establishment of the just taxonomic rank and 
of their biological and technological *peculiarities. A- quick and correct identifi- 
cation is also essential and mandatory for specialists in the fields of research and 
industry to ensure» the utilisation of a possibly wide range of yeasts in industry 
and research laboratories, but also in view of finding the exact causes of the un- 
desirable contamination by natural strains and species, which have not the pro- 
perties required for the technological processes. e 

Taking into acccunt that in industry the activity of a strain is limited in time, 
while the achievement of a constant production of high quality and of great 
cfficiency imposes the improvement of the biological parameters of the strains used 
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by selection, somatic and . sexual hybridization, mutagenesis, mediated transfor- 
mation we considered adequate to introduce into the volume the chapters „Charac- 
terisation and identification of yeasts“ and „Basic genetics of the improvement of 
industrial yeasts“. Thus we place at the disposal of specialists from research and 
production fundamental knowledge, strictly: necessary for the activities of infor- 
.mation and documenting, and modern techniques and procedures of great efficiency. 
| The monograph „Biology and technology of yeasts“ is edited by. specialists 
who are working in high schools, in research institutes and in factories; this is 
reflecting itself positively. upon the contents, questions being discussed, sometimes 
“under quite new aspects. Besides fündamental problems like the characterisation 
.and identification of yeasts, the basic genetics of yeasts improvement, the work . 
presents synthetically results obtained by .rumanian specialists,. including the 
authors of the present book, in the fields of technology, of the, utilisation, of yeasts 
"în! the breadbaking industry, in wine manufacturing. or jin protein or alcohol. 
prodction ^ ^. Arp i TAS, tat I Aa d TENE luna Mia 
OC For a wider category of readers are also useful the knowledges' contained in 
tlie; chapter: ,Yeasts as foodstulf and medicament“. . Ce Zë 
"We give es 


` e expression to'our expectation that the monograph Biology Gnd tech- 
nology af Geste — the first work of its kind appearing in our. country and among 
the very few extant in the whole world, wil become a work of reference in thé 
Spécial literature-and will be an immediate and qualified support in the activities 
of schooling, research ánd industry. ` Ai q^ mm Ve NN wsdiEer Të 
oi T present our deen gratitude. to the Management of the Editura Tehnică for 
ihe helpful promotion of the publication of our" work. r 
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DROJDHLOR. 


VICTORIA HERLEA 


“11. INTRODUCERE - d 
“Drojdiile ocupă un loc unie în lunga istorie a omenirii. Nici un alt 
grup de microorganisme nu. a fost mai intim-asociat cu :progresul si bună- 
starea omenirii ca drojdiile. În lumea microorganismelor drojdiile pot fi 
asemănate vitelor din cadrul animalelor superioare, fiind cultivate de om 
ca sursă de hrană si băutură (desi empiric. pînă în secolul trecut), pentru 
dospirea pîinii şi pentru producerea de băuturi fermentate care conţineau 
ceea, ce: probabil a fost: primul 'soporific si anestezic-alcoolul etilic, Con= 
tribuția-la progresul omenirii s-a: bazat, “astfel foarte. mult pe capacitatea 
anumitor -drojdii de a efectua: o conversie eficientă și rapidă: à zaharurilor 
în etanol şi CO», realizînd o fermentație: alcoolică a lichidelor zaharate 
cum ar fi sucul de, struguri; extractele de cereale și laptele. Numeroase 
specii de :drojdii sînt: cunoscute a: produce etanol, un; foarte important 
metabolit primar utilizat atit ca băutură cît si în diverse: scopuri indus- 
triale. | 


În virtutea. încadrării in trecut a tutüror organismelor în: două- reg- 
nuri (vegetal si animal);s-a afirmat. deseori că drojdiile sînt cele mai vechi 
plante cultivate. Din „punct: de vedere ' economic drojdiile sînt încă:'cele ` 
mai importante microorganisme exploatate; pe glob. adela : 
În decursul; evoluţiei sale omul a avut de a face cu acţiunea detri- 
mentală o diferitelor microorganisme patogene; drojdia fiind “probabil 
Primul microorganism- utilizat în scop beneficial. Piinea; vinul; berea, 
sampania, numeroase produse: alimentare și îndeosebi băuturi, sînt rezul- 
tatul fermentatiei realizate-de această categorie, de agenţi: microbieni ori- 
ginali:. drojdiile sau levurile.: Fermentaţiile au fost. utilizate de oameni 
în folosul lor din timpuri preistorice. Primele referiri, care atestă utili- 
zarea drojdiilor. pentru , producerea prin fermentație a. berii ` (numită 
„bugat) în Egipt datează” din anul 6000 î.e.n. (tabelul 1). În următoarele 
citeva milenii fabricarea berii şi a, vinului, pe de o parte, și: coacerea 
piinii din aluat dospit, pe de altă:parte, s-au dezvoltat probabil în paralel. 
Dn Egipt tehnologiile de fabricare a berii şi a pîinii au fost:preluate: în 
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Tabelul 1 


Momente semnificative în evoluţia inițială a studiului si utilizării practice 
a drojdiilor 


eg 


Data A Realizări faptice 
6000 î.e.n. “Mărturii privind: producerea berii în Egipt. 
1000 î.e.n. Mărturii privind folosirea băuturilor alcoolice în China 
1192 Producerea-de whisky in Irlanda e 
1200—1300 Extinderea producerii berii în Europa de Nord ` i 
1680 . | Antonie van Leeuwenhoek observă pentru prima dată 
drojdiile la microscop Ev 
1832 . '| Persoon si Fres au stabilit apartenenţa drojdiilor la ciuperci 
1838 Meyer a dat drojdiei de bere denumirea de Saccharomyces 
| _ cerevisiae -pw NADA i i 
1839 Schwann a descris sporii la drojdii i 
' 1863 Pasteur a stabilit rolul drojdiilor in fermentație. - 
. 1866 De Bary à descris ciclul de viaţă al drojdiilor -- 
1881 '| Hansen a obţinut culturi pure 
1896 | Hansen a publicat clasificarea științifică a drojdiilor 
„1897 Buchner a demonstrat capacitatea extractelor acelulare de 
A d - drojdii de a realiza fermentația Eus 
1934 ` | Winge a descoperit alternanţa fazelor haploidă și dipleidà 
în ciclul de viaţă al drojdiilor ` : 


1943. ^ ^ | Lindegren a elucidat: leterotálismul la Saccharonujces: 


Grecia şi de acolo în Roma Antică: și Imperiul Roman. Menţiuni docu- 
mentare din secolul: XII şi: XIV atestă larga răspîndire. a | procesului de 
preparare a berii în. mînăstirile din nordul Europei. Există de -asemenea 
informaţii: privind utilizarea băuturilor spirtoase în "China (anul: 1000 
î.e.n.) şi obţinerea de whisky în Irlanda (secolul XII). Se presupune că 
-procesul de fabricare a spirtului a fost adus în Europa. din ţările Orien- 
. 4ului Mijlociu, însuși termenul de „alcool“ fiind de origine: arabă. l 

- Prepararea ` pîinii, berii, vinului si altor băuturi (de exemplu sake) 
se realizau empiric pînă în secolul XIX, fără a fi cunscută intervenţia 
drojdiilor ca organisme vii în procesele fermentative. Desi prima descri- 
ere a acestor organisme a fost făcută in:1680 de Antonie: van Leeuwenhoek 
— inventatorul primului microscop — nu s-a ştiut cá ele sînt agenții 
biologici care realizează: fermentația- alcoolică. Pornind de Ia zaharuri 
simple existente în fructe sau obţinute în urma hidrolizei zaharurilor, 
complexe: din cereale, 'drojdiile produce alcoolul din băuturile: fermentate 
şi: dioxidul de carbon din „golurile“: pîinii. Utilizarea empirică a droj- 
diilor a fost posibilă datorită ubicvităţii lor in natură. Există milioane 
de drojdii care. trăiesc-pe suprafaţa fructelor. Simpla” presare: a boabelor 
de struguri este 'suficientă pentru a. le: pune în contact cu 'zaharurile- din 
fruct pe “care le utilizează pentru - creștere, multiplicare și: producerea 
fermentafiilor în acelaşi timp. | d Tài KH 4, 

¿Lucrarea lui Pasteur, publicată in-1866 în: „Etudes sur le Vin“, este 
unanim recunoscută ca :stabilind rolul drojdiilor: în: fermentația zaharu- 
rilor: și formarea alcoolului. i 

În evoluţia inițială-a studiului drojdiilor, inerent corelat cu utili- 
zările- lor practice (tabelul 1), alte momente semnificative: sînt: reprezen- 
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tate. der „obţinerea dioit in culturi pure de; „către Hansen. in. 1881; 
harurile in abor — E care a: Stat la baza.. biochimici: moderne, 
drojdiile devenind. materialul: preferat, pentru. cercetári. fiziologice și Bio- 
chimice; primele 'succese in domeniul geneticii, microorganismelor prin 
descrierea, alternanţelor. de faze, în: ciclul de viaţă si a mecanismului re- 
producerii sexuate la drojdii,. care au. contribuit ulterior. in,mare.másurà 
la: intelegerea naturii materialului, genetic, şi: al. mecanismului, eredității 
la microorganismele, eucariote. 

Deşi morfologia. drojdiilor a. fost descrisă o. dată cu; posibilitatea 
examinării ilor; microscopice, caracterizarea mai. detaliată. şi identificarea 
lor.-au continuat să constituie probleme. dificile. Denumirea, ştiinţifică 
initialà.de.Saccharamqjces: (Zuckerpilz; sugar. jungus) a fost utilizată pen- 
tru toate drojdiile implicate în obţinerea băuturilor alcoolice. După pro- 
veniente lor, Meyer. In 18321 deosebeste. irei specii. de Saccharomyces: 
5. vini — drojdia de vin; S. cerevisiae — drojdia de bere şi S. pomorum 
=: „drojdia de; cidru: Ulterior, genului Saccharomyces i. s-au atribuit nu- 
mai. acele :spacii: care. formează, spori, ,sexuaţi si; tulpinile. de. drojdii | fer- 
mentative au. fost clasificate. diferit de-a lungul timpului, Tulpinile spe- 
ciei S. cerevisiae au căpătat o largă. ráspindire în procesul de. fabricare 
a berii, Producerea alcoolului, prepararea, vinului, obţinerea. . de drojdie 
de panificaţie si biomasă. În: prezent prepararea berii si producerea al- 
coolului. au; loc (legal sau. ilegal). in: majoritatea. statelor. lumii și repre- 
zintá. ramuri importante. ale. economiei. mondiale. În diferite” părţi ale 
globului se produc un:-numár foarte mare de băuturi alcoolice avînd, la 
bază. fermentația zaharurilor cu ajutorul drojdiilor., În tabelul 2 sint tre- 


“Tabelul 2 


"Cele mai cunoscute băuturi alcoolice avînd la, bază fermentarea zaharurilor 
cu ajutorul deep (după Berry, 1982) i 


P : Surse supli- (9. 
|. el Sursa sili, Tipul. Ne el Eun a 
„Băutura | hideaţilor |. nidrăţilor,, | A Bn | Toenfarepen- Hëlen 
ipe carbon, ||. dé; carbon LUC, , sustative - ; 
Bere l Ge Amidon -Orz |. Hamei — 
Whisky — | Orz Amidon HR, ^'Türbàá; lem- 4- 
ái i inul butoiului LC 
Vodcá. “|. Porumb Fred: “| Orz si mitro- D 
TA 1] Cartof „| Amidon 1 „organisme. | d 
Gin: Porumb | Amidon "M 'Ienupár . be 
: |-Cartot ^ « "| Amidont ^ ^! Aë 
Saku Orez Amidon- "S Aspergillus EE 
Lon toc L, oryzae 
Rom | Melasă; ^" 'Zaharozá | aT Pia 
Vin E Struguri “| Glucoză " d dÉ dei, 
| Fructozá : 
Eo ree Melasă: „| Glucoză 4. AR + 
me ai pe struguri. . .Fructozá duy i 
Cidru . F Mere | Glucoză '' "es 12 
"wet WE ?Fructozá dq 
'Zaharoză. x | 
Calvados; j Mere: |: Glucoză di = 2. 
"1 .Fructozá | 
“| Zaharoză 


cute cîteva diritre cele mai cunoscute băuturi. Deosébirile esenţiale dintre 
cle constau în sursa “de. zaharuri și utilizarea sou mu a procesului. de 
distilare ' la: "obținerea lor. d. 

Analizind istoricul folosirii drojdiilor de: către om în decursul evo- 
lutiei sale :se remarcă luarea în consideraţie initial a acţiunii lor fermen- 
tative si utilizarea fermeritaţiei, apreciată ca cel mai :vechi procedeu! bio- 
tehnologic; Acumularea treptată a cunoștințelor privind biologia grupului 
a dus la depășirea: cadrului conceptual al idrojdiilor! ca fiind strict legat 
de procesele fermentative pe care le realizează, îmbunătăţind in acelaşi 
timp condiţiile "de lucru în industria fermentativă. Au fost descrise droj- 
dii implicăte în alte. procese decît cele fermentative şi cu alte particu- 
laritáti biologice decit drojdiile initial cunoscute'si incluse în genul Sac- 
charom4jces; Există si drojdii patogene pentru planté, animale si om, care 
prin acţiunea "Jor au 'vidicat şi ridicá numeroase probleme de rezolvăt.. 
Alte drojdii pot degrada unele produse alimentare Sou băuturi zt produce 
deteriorarea textilelor ca si a altor materiale.  . 

| O'întreagă varietate de genuri si specii de drojdii cunoscute în 'pre= 
zent pot oferi” avantaje pentru studiu experimental. Desi S.cerevisiae. și 
speciile“ înriidite - continuă” să fie de importânţă majoră in. industrie; o 
serie de alte specii de'drojdii descrise: pînă în prezent pot avea un rol 
considerabil în industrie, ca sursă de proteină, pentru producerea eta- 
nolului si peritru realizarea altor 'traiisformări chimice de tipul celor im- 
plieáte în sinteza unor precursori naturali de mare importanţă: Cu acelaşi 
succes ca în domeniul panificatiei si al traditionalelor fermentaţii alcoo-. 
lice, ` drojdiile au fost utilizate pentru” producerea 'etanolului prin “fer- 
mentația lactozei; pentru producerea de. proteină din alcani și reziduuri 
de la fabricarea hîrtiei; pentru producerea de alditoli (glicerol sau D-glu- 
citol); ca sursă de enzime (f-D-fructofuranozidaza,, g-D-galactozidaza, li- 
paza, lactaza) si vitamine solubile in apă. -i i- Sic mcn ai 

Chimistii au utilizat drojdiile pentru producerea unor compuşi optic 
activi. din aldehide. Poate fi de asemenea exploatată, așa cum am mai 
evidenţiat, intervenţia drojdiilor la ‘nivelul anumitor trepte din sinteza. 
precursorilor unor-prodüsi naturali de mare importanță ca si în procese 
biochimice mai simple cum ar fi îndepărtarea compușilor. de contami- 
nare, de exemplu un.zahar de o.anumità configuraţie dintr-un amestec 
racemic. În industria alimentară sînt folosite hidrolizatele şi autolizatele . 
de drojdii datorită proprietăţii de-a conferi sau amplifica gustul de carne 
al unor produse alimentare (supe, diferite ingrediente, cartofi crocanti). 

Desi tehnologiile bazate pe drojdii continuă să fie utilizate în prin- 
cipal- in. domenii industriale legate de obţinerea produselor alimentare 
si băuturilor, există premise variate pentru iniţierea unor noi tehnologii. . 
În tehnologia drojdiilor există. un. remarcabil trecut, dar.este de așteptat . 
un viitor și mai impresionant. vis] Ven) atzi Aë 

Chiar în prezent industria berii şi a vinului furnizează in: cantitate . 
mare biomasă de drojdii, un produs pentru a cărui utilizare optimă sînt 
necesare încă noi cái de abordare. De peste 100 de ani de cînd Pasteur 
a demonstrat participarea, esenţială a drojdiilor. vii în procesele fermen- 
tative, un număr mic de specii ale genului Saccharomyces au fost pro- 
duse în cantităţi apreciate anual în milioane de tone. Faptul cá anumite 
tulpini de drojdii sînt capabile. să se reproducă atit sexuat cit şi asexuat 
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pe medii siipi fie în prezența fie în absenţa: oxigenului Si nu sînt toxice, 
a. determinat atit viabilitatea ' lor comercială. cit şi disponibilitatea, unei 
surse. ideale de biomasă: microbiană--pentru cercetări: E, coriporta- 
mentului celular. 

“Datorită similarităţii mecanismelor! care. operează In interiorul. celu- 
lelor'a numeroase! organisme vii; cercetarea fundamentală pe. drojdii a 
căpătat o aplicabilitate: mult mai largă decît cercetările legate de. fer- 
mentatie. Astfel, utilizarea drojdiilor în elucidarea . proceselor: fundamen- 
tale biochimice, “metabolice ai genetice ale celulei! vii ;reprezintă o altă 
contribuţie majoră. à drojdiilor la-progresul omenirii (Rose, 1977): 

Ultimii 15: ani reprezintă o; mărturie a..exploatării, tot mai masive,a 
-drojdiilor. ca model de organisme. eucariote pe care se studiază fenomene 
celulare fundamentale in 1971 Rose şi Harrison au propus inițierea unui 
Proiect Y vizînd o abordare integrată de studiu al biglogiei celulare uti- 
lizind. drojdiile ca! organism model. În mare măsură, această sugestie a 
fost luată în consideraţie de Biologia celulară, iar revenirea recentă: la 
susținerea Proiectului Y (Rose, 1981) a fost confirmată; Oe progresele rea- 
lizate; deşi inegal, în „diferitele domenii ale biologiei Si tehnologiei 
drojdiilor. 


Cercetárile de biochimie, fiziologie d kept d drojdiilor. au progresat 
intr-un ritm accelerat. Sînt cunoscute. în prezent: toate căile metabolice 
majore care operează în celula drojdiilor, ultima elucidată fiind''cea pria 
cars anumite drojdii încorporează în. constituenți . celulari atomi: din me- 
ianol (Rose şi: Harrison, 1987). Progresele in genetica drojdiilor sînt fără 
îndoială cele mai ilustrative pentru adoptarea: acestora. ca: Apa Sa eu- 
cariote model, în adevăratul spirit al:Proiectului Y; 


Drojdiile sint utilizate ca model pentru studiul mecanismelor de 
reglare a exprimării” genelor în “celula eucariotă. "Dovezi recente. argu- 
mentează pentru faptul cà mecănisrhele de control în procesul transcrierii 
genelor au fost conservate în evoluţie” de' la drojdii“la om (Metzger. si 
colab:; 1988). Între “activatorii (proteine de legare). transcrierii din. celu- 
Tele drojdiilor și mamiferelor au fost demonstrate similarități de secvenţă 
şi funcţionăre (Burátowski şi 'eolab., 1988). De asemenea, în citoplasma 
celulelor de drojdii ca şi jn' cea a''celulelor de: mamifere este prezent 
„factorul de! promovare a” maturării“ (MPF). Acest factor a' fost identi- 
ficat în ultimii ani ca fiind protein-kinăza 34K in' celulele: mamiferelor 
— produs: omolog cu produsul genei cdc2 în ciclul” celular al: anumitor 
drojdii. Există astfeloperspectiva de a făce posibilă înţelegerea si 'stápi- 
nirea controlului proliferării celulelor mamiferelor prin cunoaşterea: apro- 
fundatá (a. nivel molecular) a ciclului! celular al-drojdiilor (Beach, 1988). 

Existenţa fenomenului killer la drojdii. furnizează modele. utile pen- 
tru studiul controlului și exprimării informaţiei genetice virale în. celu- 
lele eucariote. Fenomenul; este;.adecvaţ ideal pentru studiul mecanismelor 
de prelucrare şi secreție a proteinelor, ca si de interacţie, a toxinei, -pro+ 
dusă de. genomul Mds RNA al mycovirusului, cu celulele sensibile. (Young, 
1987). În acelaşi, timp exploatarea. sistemului, killer în. industria fermen- 
tativă si în medicină dispune: de un potențial considerabil.. 


Studiul proceselor! de împerechere la drojdii, prezintă interes pentru 
elucidarea fiziologiei și biochimiei comunicării intercelulare, contactului 
și fuziunii celulare. Datele-obtinute prin cercetarea: feromonilor- elaborati 
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i 
Li 
de drojdii (peptide! hidrofobe, mesageri: specifici de specie) în cursul Gro: 
ceselor'de împerechere recomandă drojdiile ca model pentru studiul in- 
teratţiilor celulare, a bazelor“ moleculare ale morfologiei: celulare si pot 
servi la stabilirea unor relaţii filogenetice între membrii. grupului (Flegel, 
1981). Aceste date pot! avea “aplicaţii practice în: sensul utilizării unor 
preparate pe bază de feromoni in terapia unor boli cauzate de drojdii. 
Mecanismul de acţiune al unor asemenea: preparate ar consța în conver- 
tirea' celulelor de'drojdie (forma  de::diseminare în organism. a, agentului 
infectant): în forme 'filamentoase, prin aceasta realizindu-se stoparea di- 
seminării in. organism. O' altă: perspectivă de aplicabilitate, practică a 
cercetărilor! fundamentale asupra. feromonilor implică descifrarea. meca- 
nismului: controlului” prin feromoni’ al'floculării. În cazul anumitor tulpini 
de'drojdii áceastá at putea duce la o cale de manipulare: genetică Ce ar 
permite: inducerea aglutinárii prin adaos-de! feromoni în scopul clarificării : 
vinuliii (fără tratàmente Chimice) si ar putea interveni în separarea droj- 
diilor din cadrul procesului tehnologie” de: obtinere a proteinelor  unicelu- 
lare (SCP); reducînd preţul de-cost. "n 


Lá anumite drojdii poate fi provocată sporularea la 80% din celule, 
ceea ce facilitează studiul sporulării ca model de diferenţiere sexuată a 
celulelor eucariote. Prin semnificatia:sa, studiul sporulárii la; drojdii con- 
tribuie astfel! la înțelegerea procesului de diferenţiere; una din principa- 
Jele probleme, ale "biologiei... > NUM nr. Oo Gär Zo 

^1: Drojdiile prezintă: numeroase avantaje pentru cercetările. de inginerie 
genetică. Faţă de trecut, cind drojdiile s-au impus în industriile traditio- 
nale (alimentară și fabricarea băuturilor), în prezent ele au devenit chiar 
mai importante pentru omenire, fiind: adoptate, în “biotehnologi& modernă 
ca „instrumente“ de manipulare a. genelor. Comparativ, cu bacteria Es- 
cherichia. coli, timp ide mai. multi ani ,,vedeta*. tehnicilor de inginerie 
genetică, drojdiile prezintă avantaje. care. au. determinat “utilizarea, lor 
preferenţială în asemenea tehnici, pentru obținerea unor -preparate „far- 
máceutice, vaccinuri noi, preparate utilizate în industria. alimentară; 

"^: In.asemenea domenii este. de preferat utilizarea unei „sazde“ nepa- 
togene; pentru insertia genelor de interes. În plus, celula drojdiilor fiind 
de Hp eucariot permite într-o măsură mult mai eficace. decit, colibacilul 
realizarea proceselor posttraducţionale,. care „conferă, proteinei „străine“ 
exprimate, în celulă. calităţile superioare, necesare (conformatie, aditie de 
anumite: grupări. chimice și altele). dét MH 
Deşi imperfecte, sistemele:de exprimare a proteinelor de Interes bio: 
tehnologic! în celula drojdiilor sînt deja preferate pentru anumite scopuri: 
producţia de hormoni; interferoni și [vaccinuri — cum, ar îi) vaccinul 
contra hepatitei: B, comercializat în S.U.A. şi RF:G. din 1986 (Gaillardin 
si Heslot, 1987). ° | | SE dt "Bibi 

‘Astfel, drojdia care pînă nu demult era :cunoseută ca drojdie de pa- 
nificatie; de vin sau “de! bere, aspiră în prezent la statutul de obiect de 
înaltă tehnologie. Pentru biotehnologi, drojdiile sînt în primul rînd or- 
ganisme care îmbină în mod fericit proprietăţi ale bacteriilor” (viteza de 
creştere si multiplicâre, simplitatea exigenţelor nutritive) ou proprie- * 
tátile-organismelor superioare; Rezultă; un avantaj considerabil: manipu- 
lăreă Jor cu aceeași "ușurință sau chiar mai: mare decit a bacteriilor: și 
furnizarea de informaţii aplicabile celulelor eucariote; i 
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„Se preconizează în viitor ! realizarea. unor stocuri de tulpini de droj- 
dii cu caractere stabile, bine definite 'şi a unor „bănci“ de gene pentru 
clonare, necesare. în scopul cultivării drojdiilor pentru: producerea de 
enzime, hormoni; diferite produse: farmaceutice, ariterior obţinute. prin 
extraetii laborioase. din materiale: de origine. vegetală și! animală... 

Creşterea spectrului ` de; microorganisme : „disponibile pentru scopuri 
industriale și de cercetare în; laborator se impune ca o necesitate, -ori 
drojdiile: sînt de regulă mai:ușor de. manipulat şi” deci de preferat 'bac- 
teriilor.sau. mucegaiurilor. În: general drojdiile se dezvoltă în condiţii de 
mediu cu: valori de. pH: mai. scăzute. decît cele: optime pentru bacterii și 
jn. prezenţa a numeroase antibiotice.. “În consecinţă "sp practică în mod. 
obisnuit menţinerea, pe scară largă şi fără dificultăţi: deosebite a culturilor 
de. drojdii lipsite de microorganisme! contaminante: Drojdiile' sînt mai uşor 
și mai-ieftin de recoltat, decit bacteriile, iar procesele tehnologice de: pro- 
ductie nu ridică în aceeași „măsură cu bacteriile, probleme de sănătate 
publică. — 

‘Prin tradiție drojdia cel mai | mult utilizatà şi cel mai bine cunos- 
cută este Sacchar omyces cer evisiae, desi multe alte drojdii se pot dovedi 
mai! polivalente. Ín prezent, se practică. lăr (ren acestei Se, prin 
diferite modalităţi de manipulare genetică. 

“Unul dintre 'recentele programe de cercetare (Stewart si Russel, 
1983) vizeazá elaborarea de cái artificiale de manipulare genetică a droj- 
diilor cu scopul de a: face disponibil un spectru mai larg de drojdii. De 
pildă: transferul de vectori plasmidici, prin „clonare de gene sau fuziune 
de: protoplasti, a caracteristicilor fiziologice utile constata ie la diferite 
tulpini mai puţin studiate, unei tulpini, obișnuit utilizată, însă mai puţin 
labilă. 

Pentru dai BUSES acestor duféetive sint. necesare cunostinte apro- 
fundate privind: diferentele genetice ŞI. fiziologice dintre genurile şi spe: 
ciile de drojdii: 


“Deşi cele mài multe. studii; biochimice Şi, „genetice au fost realizate 
pe .Sacchar omaces, cerévisiae, existà in prezent o varietate. de genuri şi 
specii de, drojdii care aşteaptă investigații biologice aprofundate, Cu si- 


Ch 
gurantà speciile, mai puţin: obișnuite pot. oferi, avantaje, pentru studiul 
experimental. 


Exploatarea mai vitam tulpini de: drojdii: depinde im general de trie- 
rea lor preliminară; care este necesară si nu; poate: fi realizată decit pe 
baza cunoştinţelor. de taxonomie. Pentru a ajunge la o triere care are în 
vedere; anumite caracteristici ice pot fi beneficial exploatate sînt necesare 
cunoștințe legate de caracterizarea, clasificarea şi, identificarea- drojdiilor; 
Numai astfel drojdiile pot deveni — în etapa, științifică actuală. — o sursă ` 
eficientă de cercetări cu aplicaţii teoretice, și practice. În, timp ce în pe- 
rioada inițială de studiu, cînd se cunoșteau numai cîteva drojdii, apli- 
căţiile practice au precedat (ca și in' alte domenii) cristalizarea concep- 
telor științifice, în prezent cînd importanța” "drojdiilor este chiar mài mare 
prin efectele beneficiale aduse umanităţii și cînd acumularea: cunoștințelor 
a dus. la: descrierea unui număr! mare de. drojdii - — . bazele științifice pres 
ced. aplicaţiile practice. rii 


În acest sens "conţinutul capitotitut: Teste’ adaptat füictibnal. avînd 
in vedere: pe de o parte ` caracterizarea generală. a grupului drojdiilor, 
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pentru facilitarea utilizării unui spectru cît mai larg de drojdii în indus- 
trie şi laboratoarele de cercetare, iar pe de altă parte.prezentarea tehni- 
cilor.utilizate: in identificarea drojdiilor. Posibilitatea identificării rapide 
Și» corecte a .drojdiilor este importantă pentru industrie si: medicină. în 
vederea stabilirii cauzelor exacte ale contaminărilor nedorite şi, respectiv, 
ale anumitor boli. De asemenea, verificarea unei presupuse identități este 
necesară in cazul utilizării unei anumite “tulpini în“procese industriale 
sau în “laborator. Identificarea tulpinilor -este o etapă necesară în stu 
diul drojdiilor. găsite în medii care prezintă. interes 'pentru'om (apă, sol, 
plante, insecte). ` Deşi majoritatea speciilor: sint inofensive, rămîn unele 
care pe diferite căi afectează negativ. organismele superioare, inclusiv 
omul. Pe măsură ce dispunem de mai multă informatiie: asupra unui tip 
izolat, putem aprecia influența: pozitivă sau negativă produsă de 'drojdiă 
respectivă. Este do asemenea evident că identificarea: exactă a izolatelor 
„de 'drojdii în -cursul cercetărilor ecologice este esențială pentru: analiza 
ecosistemului de studiat. ` | 


1.2. CLASIFICAREA DROJDIILOR 


A 


d ( 


12.1. DEFINIREA GRUPULUI 


“În abordarea -biologiei şi tehnologiei drojdiilor, o primă necesitate ` 
este definirea grupului. Ma: EE E . 4 

Drojdiile sînt un grup de microorganisme eucariote inferioare, mani- 
festind: diversitate biologică, si biochimicá. În concepţia actuală integra- 
toare a termenului de microorganism (Zarnea si Herlea, 1974; Zarnea, 
„1983) drojdiile aparțin microfungilor, împreună cu mucegaiurile, de care 
se disting prin forma lor obişnuită si dominantă unicelulară. Ca celule 
unice ele cresc mai repede și se reproduc mai rapid 'decit mucegaiurile 
filamentoase, fiind de asemenea mai eficiente metabolic. datorită rapor- 
tului mare între suprafaţă și volum, reflectat în masa care produce modi- 
Dean chimice. Ca Grup de microorganisme, drojdiile diferă de microalge 
deoarece nu realizează fotosinteza si de protozoare: prin . peretele celular 
rigid. Sînt ușor. de diferențiat de bacterii datorită dimensiunilor lor relativ 
mai mari $i trăsăturilor morfologice. Cu toate acestea 'drojdiile ru for- 
mează nici în prezent un grup bine definit de microorganisme, nefiind o 
entitate: taxonomică naturâlă, -ceea ce de altfel este caracteristic întregii 
lumi a microorganismelor. i piu | 

O dată cu evoluţia cunoştinţelor asupra drojdiilor a evoluat si.semni- 
ficatia termenului de drojdii, de la utilizarea restrinsá initial pentru orga- 
nismele implicate in panificatie, fabricarea berii, și a vinului (Sacchiaro- 
myces cerevisiae) la accepțiunea actuală. Etimologia termenului (în diferite 
limbi) reflectă activitatea fiziologică a organismelor: desemnate. (Phaff și 
colab., 1966; Herlea, 1984). In: 1947. Skinner. defineşte drojdiile ca: » fungi 
adevăraţi (Eumycota), a căror formă obsinuitá sau dominantă este uni- 
celulară“. O perioadă îndelungată de.timp termenul de drojdii. a Inclus 
specii: unicelulare de Deuteromycetes (Fungi imperfecti): care-se reprodue 
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prin inmugurire si: pentru care nu a fost observat stadiul sexuat, deşi unii 
cercetători: au demonstrat:că anumite: Basidiomycetes se pot dezvolta in 
culturi. de laborator: sub:formá de celule: care. înmuguresc. :Majoritatea 
celor care lucrează cu drojdii: continuă sá'le definească drept microorga-. 
nisme:eucariote, unicelulare, care se reproduc tipic prin inmugurire. Aceste . 
particularităţi corespund majorității drojdiilor dar eist ei specii cu. ten- 
dinţa de a forma: miceliu, altele cu iùn tip special, de diviziune; celulară 
(fission); altele: care poartá:conidii si sterigme. . P 


^M 


Toate genurile-de:drojdii cunoscute. pînă. în prezent formează celule 
unice si majoritatea drojdiilor se: reproduc prin. înmugurire, excepție 
făcînd, genul marin Sterigmatomyces si drojdiile ascosporogene ale genului 
Schizosaccharomyces, care se reproduce prin diviziune. Definiţia, drojdii- 
lor ca; fiind fungi unicelulari care ze reproduc, prin. înmugurire sau givi- 
ziune acoperă, o largă varietate de organisme — între care.ascomicete şi 
basidiomicete. În acest concept.;morfologie-drojdiile; pot fi un stadiu în 
ciclul de viaţă al fungilor hifali (Kreger-van Rij, 1987) multicelulari. 

De la descrierea drojdiilor ca fungi reprezentaţi de celule unice ase- 
xuate care se reproduc prin inmugurire sau diviziune s-a ajuns la descope- 
rirea pentru ;unele drojdii a stadiilor sexuate (fie de Ascomycetes, fie de 
Basidiomycetes) ai a tipurilor de împerechere,opuse. - $ E i 

Restringerea termenului-de- drojdii la fungi entre se reproduc, predo- 
minant prin înmugurire creează; unele complicaţii „datorită dificultăților 
de interpretare:a atributului predominant cînd: luăm în. considerare. fungii 
dimorfici care au o fază de drojdie şi una micelianá (tabelul 3). De aceea 

A | m MEER TEN | Tabelul! 3 
“Manifestarea dimorfismului: la fungi patogeni k 
` (după Hurley si colab., 1987) 


paly Faza. Faza: ...| Clasificată 

pes | „în ţesut ^ | în cultură. | Vati rece 
Malassezia furfur * UM Y 1 Drojdie- 
(Pityrosporum orbiculare): d d 
Candida sp... .. T (Ge ; M si'Y ol Misi: Y !.:|'Drojdie 
Histoplasma, capsulatum. , à Ké | M;. |. Mucegai 
Sporotrichum schenckii ` | bem et, o T “Mucegai 
Paracoccidioides brasiliensis ' `- Y` a M | Mucegai` 
Blastomyces dermatitidis! = "CH, M -Mucegai 
Coccidioides immitis: ; n | Sporangi: (Y); M |. Mucegai- 


Eege 


+M indică faza miceliană si Y celule unice sau-faza de drojdie. 


s-a sugerat (Flegel, 1977, 1981) „utilizarea ` denumirii: de: drojdii pentru . 
fungii a căror dezvoltare în faza-asimilatoare este realizată prin inmugu- 
rire sau diviziune. În felul acesta drojdii pot.:fi numai celulele. unei faze ` 
din ciclul de viaţă al-unei ciuperci sau numai parte;din componentele unei 
“colonii de -Zungi dimorfici: care; conţine. un amestec. de celule . filamen- 
toase-şi: celule de drojdie. În plus o-serie de fungi din Basidiomycetes se 
dezvoltă. în stare-haploidă, exclusiv. în: formă de drojdie, în ciuda faptului 
că fază! idicarioticá a ciclului de viatá-este exclusiv. filamentoasă. 

Urmînd criteriul menţionat :este evident. cä vor fi'luate în considerare . 
ca drojdii organisme:din grupe taxonomice total diferite, deşi unele; omo- 


2* 19. 


logii. dintre: ele pot. reflecta: cuie evolutive.: Apariţia celulelor, de. droj- 
dii la fung) din categoriile: Ascomycetes si. Basidiomycetes poate indica.o 
strinsá inrudire filogenetică între specii: reprezentative. Se consideră astiel 
cà drojdiile sint un. grup divers filogenetic, de. tungi: cu stadii. sexuate 
(teleomorfe) : distribuite între: ‘Ascomycotina. si: Basidiomycotina;. Grupo ea 
drojdiilor, în comparaţie cu a fungilor superiori, este de convenienţă Și se 
bazează oe caracteristicile: dezvoltării predominant unicelulare —— rezultate 
din înmugurire sau diviziune —'si pe existenţa unui stadiu! sexuat ne- 
inclus într-un corp de fructificare. complex organizat (Kur tzmann şi colab., 
1983; Kurtzmann si: Phaff, 1987).. 


LE conclüzie, gruparea ‘unor microorganisme heterogene în categoria 
drojdiilor, după criteriile menţionate, corespunde clasificării lor in trei 
subgrupe:-diojdii ascosporogene (Ascomycotina sau Ascomycetes), drojdii 
basidiosporogene (Básidiomycotina. sau : Basidiomycetes) şi drojdii imper- 
fecte (Deuteromycotina sau Deuteromycetes). 


1.2.2. SISTEMATICA BIOLOGICĂ ȘI DROJDIILE: 


Caracterizarea şi clasificarea organismelor vii reprezintă un obiectiv 
rüajor al tutür or ramurilor Stiintelor: Blot TORRE: ce un organis m este 


EE 


plicit un sistem "dé grupare E Nri ORIS inrudite ees ""— cel 
mai mare de asemănări). În ultimă instanţă este stabilit un gr up cu carac- 
teristicile cele mai asemănătoare, care este considerat o categorie taxono- 
mică si i se dá un nume. ` 


Pe lîngă semnificaţia teoretică necesară înțelegerii relaţiilor dintre 
organisme, sistematica biologică are avantajul practic al furnizării unor 
căi pentru, recunoaşterea speciilor de importanţă pentru ` activităţile 
umane. Astfel, spre exemplu, numeroasele progrese în genetica aplicativă 
EU fundamentală a drojdiilor se bazează pe exploatarea diversităţii exis- 
tente in cadrul tulpinilor izolate din natură. Sursa acestor izolări este, 
frecvent, microbiologul care caută mereu alte tulpini pentru: clarificarea 
conceptelor. taxonomice. Odatá ce aceste tulpini au fost corect, identifi- 
cate, ele sint in mod:obisnuit incluse în colecţii de culturi pentru referință 
ulterioară și pot deveni disponibile geneücianului care caută noi materiale. 
Este astfel, facilitată” gásirea unei surse de gene noi în vederea manipulării 
lor prin inginerie genetică pentru obţinerea unor noi combinaţii. şi carac- 
teristici care servesc necesităților biotehnologilor. 


“Termenii de sistematică, taxonomie și clasificare sînt folosiţi foarte 
adesea in Biologie ca avînd aceeaşi semnificaţie sau' cu acceptiuni: diferite 
de la un autor. la altul. Pentru a preciza principiile care guvernează ne- 
cesitatea ordonárii' si interpretării. informaţiilor concrete! existente asupra 
drojdiilor, luăm în considerare: — clasificarea, drept aranjarea ordonată 
a unităţilor de bază în grupuri de'unitáti mai mari (taxoni) pe baza:pro- 
prietátilor lor similare;:— nomenclatura; ca denumire corectă a taxonilor 
acceptaţi; — identificarea, ca stabilire a identităţii unităţilor adiționale, 
prin. compararea celor necunoscute cu cele cunoscute: si repartizarea. lor 


In categorii taxonomice corespunzătoare. Toate aceste activități) clasifi- 
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carea, nomenclatura' şi identificarea fac parte din “sistematica microbiană 
si sînt interdependente (fig. 1). " p^ 

'Taxonomia este un domeniu in permanentă, dinamică, fiind obligată 
să realizeze o sinteză actualizată a tuturor cunoştinţelor achiziţionate în 


biologia organismelor la care se referă si pe baza cărora să poată exprima 
L ; o pi PT E i ; i.p kee 


| Biochimie | i -| Genetică 


| Morfologie| ': 
«AM —Stringerea sí! 


ONA 
analiza: datelor 


TO 


| Ecologie " 


‘F Caracterizarea ` 
microorganismului 
“studiat 


Verificarea, |. 
corespondentelor 


: Clasificare „| Nomenclatura | 


1 P (ES: is 


ă TAXONOMIE 

Fig. L Diagrama. fluxului de informaţie, ` evidențiind relaţiile, 'dintre ca- 

.racterizarea, si taxonomia unei tulpini, microbiene (după Triper. şi Kră- 
ii TA MEE mer, 1981). ; 


sintetic definiţia speciilor ca organisme grupate după relaţiile lor filo- 
genetice. Ea reprezintă pentru specialişti un instrument practic, de excep- 
tionalá importanţă, deoarece le pune la îndemînă un, îndreptar pentru iden-. 
tificarea organismelor studiate. | i ës? e 

. ^n cazul drojdiilor determinismul filogenetic al grupării naturale este. 
cu dificultate sesizabil, astfel încît, datele disparate existente pînă în pre- 
zent (Guilliermond, 1909; Wickerham, 1951, 1969; Wickerham $i Burton, 
1962) nu' permit elaborarea. unui sistem natural, filogenetice de clasificare. 
De aceea taxonomia drojdiilor, ca şi a bacteriilor, urmăreşte, mai curînd, 
o clasificare convenţională a acestor microorgânisme, prin care să se reali- 
zeze gruparea lor în așa fel încît organismele să fie încadrate în diviziu- 
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nile sistematice, în funcţie de asemănările lor. Clasificările bazate pe 'acest 
principiu urmăresc, pe lîngă 'satisfacerea unui scop utilitar, realizarea unei 
ordonări cit mai logice ale organismelor în cadrul sistemului, cu ‘toate că 
în realitate'ele sînt în mare măsură — si în mod inevitabil — arbitrare si 
subiective, ^ — | | 


Taxonomia, drojdiilor. se loveşte în practică de aceleaşi . dificultăţi 
mari cà si taxonomia bacteriilor, datorită în primul rind. faptului că 
microbiologul este nevoit să studieze drojdiile nu ca indivizi, ci ca popu-. 
latii^si, în plus, nu în mediul lor natural, ci izolate de acesta, în conditii 
artificiale de laborator. Întrucît în laborator nu se, pot reproduce niciodată 
întocmai condiţiile naturale de trai ale drojdiilor, caracterele fenotipice 
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ale acestora, in funcție de natura mediului, se: pot modifica în anumite 
limite fixate de genotip. Pentru acest motiv. și, mai ales, pentru că varia- 
bilitatea „sub influenţa condiţiilor. de mediu se produce foarte rapid la 
microorganisme, în aprecierea caracterelor. acestora trebuie! să se ţină: 
seama de faptul că studiul în condiţii de laborator. nu permite evidenţie- 
rea fenotipului natural al mmicroorganismului dat, ci numai 'observarea 
fenotipului corespunzător situaţiei artificiale in care este : pus. (Zarnea, 
1984). Pentru a se preintimpina .erorile care decurg dintr-o 'asemenea. 
situatie este necesar. ca studiul tulpinilor microbiene sá fie fácut cit mai 
curînd după izolarea lor din mediul natural si pe un mediu de cultură cit 
mai apropiat de cel. natural, iar rezultatele obținute trebuie raportate la 
condiţiile de lucru respective. Ma : "d 


dentiat; — necesitatea de a, studia cele mai multe caractere (in special cele 
biochimice) pe o populatie.si nu pe un organism izolat; — rolul mutatiilor 
care modifică genotipul cu o vitezá mult superioară .celei observate là 
organismele evoluate. j ETE de 

Luarea în considerare, pentru definirea speciei, .a unuia. din criteriile 
de importanţă biologică fundamentală aplicate. în cazul organismelor. cu 
reproducere sexuată, acela al. fecundității intraspecifice ŞI infecundităţii 
interspecifice, se loveşte de. unele dificultăţi legate atit, de interpretarea. 
cit. si de aplicarea, lui la drojdii. Astfel, pe, de o parte, unii autori, (Wicke- 
scham şi Burton, 1956) apreciazà ca fiind de importanţă taxonomică testarea 
capacității de hibridare — cînd se poate practica. — „deoarece poate. de- 
monstra „relaţia. sau lipsa. relaţiei, dintre ... . specii“. Aceasta, a; condus de. 
exemplu la acceptarea interfertilitátii între specii separate, de Saccharomy- 
ces (va der Walt, 1970). Pe de altă parte, pentru genul Metschnikowia, 
Pitt si Miller (1970) au aplicat principiul după care speciile sint grupe de 
populatii real sau potential interfertile, care din. punct de vedere repro- 
ductiv sînt izolate de alte grupe. | «adm 

Pe lîngă confuziile create in.definirea speciei la drojdii prin aplica- 
rea diferențiată, asa.cum s-a exemplificat, a principiului mentionat, acesta 
are o aplicare limitată, pentru clasificarea .drojdiilor deoarece: — pentru 
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multe drojdii se cunoaşte numai reproducerea asexuată; — multe tulpini 
sînt autofertile (self-fertile). Utilizarea tehnicilor de hibridare a acizilor 
nucleici proveniţi din diferite tulpini (Price și colab., 1978) face posibilă 
o oarecare apreciere à relaţiilor evolutive, dar nu va contribui după unii 
autori la inláturarea caracterului arbitrar de delimitare a 'speciilor.. Cu 
toate acestea, mulli specialisti in taxonomie considerá cá ‘asemenea com- 


parații, realizate mai degrabá între 'caracteristicile genotipice decit cele 
fenotipice, vor furniza o clasificare mai rațională si deci mai stabilă. Re- 
cunoaşterea faptului că o singură genă poate conferi unei drojdii capaci- 
tatea de a fermenta sau ásimila' un- zahar creează posibilitatea delimitării 
speciilor în mod artificial și simplist — De baza funcţionării numai a 
uneia sau cîtorva gene. În ultimii ani a devenit evident că oricare din cri- 
teriilé tradiţionale utilizate. pentru spéciatia drojdiilor are'la bază numai 
o foarte mică porțiune a genomului. ^ EU dua 

“Pentru definirea taxonilor, verificárea 'velaţiilor dintre specii prin 
studii de hibridare reprezintă” totuși o cale ideală, iar lipsa. fertilităţii nu 
exclude: conspecificitatea, întrucit capacitatea "de" împerechere este afec- 
“tată numai de puţine gene (Fel! si colab., 1973; Hicks si Herskovitz, 1976). 
Posibilitatea comparării întregului 'genom prim reasociere ADN-ADN: si 
'Teasociere ADN-ARNT;, realizată în ultimii 15, âni, se practică tot mai mult 
si cu mult succes pentru definirea speciei, astfel încît impune metodelor 
taxonomice actuale utilizarea “tehnicilor moleculare: 

în mod ideal specia ar trebui caracterizată prin descrierea cit mai 
completă a fenotipului său, sau! dacă este posibil a genotipului. În fapt, 
caracterizarea speciei la drojdii se face deocamdată recurgindu-se la o 
serie de- caractere descriptive "(deserierea' standard) care alcátuiesc un 
spectru de exprimári fenotipice (proprietăţi morfologice, structurale, bio- 
chimice, fiziologice, ecologice. etc.), ilustrind un eşantion al potenţialului 
“genetic al drojdiei respective. nu ui RIBIS 

^ Criteriile acceptate pentru! a fi utilizate în speciatia -drojdiilor au 

evoluat ín timp paralel cu cele din alte domenii ale microbiologiei, fiind 
inițial bazate pe morfologia stadiilor vegetativ şi sexuat şi urmate apoi de 
definirea taxonilor prin teste biochimice si genetice. În cele din urmă — 
datorită unui partial insücces al. perspectivei criteriilor anterioare de a 
furniza rezultate definitive — au fost utilizate Znrudirile de secvență a 
acidului nucleic (Phaff, 1980) si alte! criterii moleculare (Holzschu, 1981). 

Primele. utilizări “ale testelor. fiziologice in taxonomia drojdiilor ca 
auxiliar al criteriilor morfologice, inițial acceptate, iau în 'consideratie 
capacitatea de a fermenta glucoza, galactoza, zaharoza, maltoza, lactoza 
şi rafinoza, urmată de capacitatea de creştere utilizînd unele dintre aceste 
zaharuri plus etanolul şi sursele de azot: sulfat de amoniu, asparagină, 


uree, peptoná si nitrat. Desi utilă la început, rezolvarea oferită de utili- 


zarea acestui număr mic de compuși, a devenit curînd limitată, iar dife- 
rentierea ulterioară a taxonilor n-a putut fi decît rezultatul extinderii 


spectrului de compuși potenţial asimilabili. Propunerile ulterioare de uti- 


n 


„lizare a. aproximativ 40 compusi pentru diferentierea taxonilor de drojdii 
este.o convenţie pe larg acceptată in sistematica actuală. a 'drojdiilor. 
" Cercetările realizate în ultima perioadă de timp au relevat cá multe 


din criteriile traditional utilizate pentru speciatia drojdiilor au la bază 
numai o mică porțiune a genomului. Astfel, asimilarea si fermentatia:com- 


Ke 


pusilor cu carbon, în special a. di-.-şi „oligozaharidelor, ca Si: asimilarea 
nitratului sînt frecvent. sub. conirolul unei! singure: gene structurale sau, 
respectiv, numai a cîtorva.; Ca-urmare,. aceste teste ar putea fi considerate 
mai degrabá:ca.o.cale.de laborator convenabilă pentru separarea taxo- 
nilor deit co bază: de definire a; lor, 

Criteriile utilizate pentru aşa-numita descriere standard, dau..o ima- 
gine :a speciei, în principal in. scopul. clasificării, adică, în termeni: care 
diferenţiază specia de alte specii. 

Sistemele. de. clasificare. elaborate în. timp pentru . drojdii. ace 
punctele de vedere ale autorilor: respectivi, în adunarea materialelor stu- 
diate: privind organismele. acceptate. ca fiind drojdii:si,. adesea, în. efortul 
de a le potrivi cit mai mult unor, scopuri practice. Lucrările cele; mai 
ample, 'acceptate. și utilizate în prezent, (Barnett ai colab. 1983;, Kreger 
van Rij, 1984) contin descrierile genurilor. si speciilor, acceptate. — in acord 
cu Normele Comitetului Internaţional de. Nomenclaturá.— fără a pre- 
zenta detaliat. ierarhizarea taxonomică bazată (ideal) pe relaţii naturale 
sau evoluţie. Explicaţia rezidă şi, în faptul cá drojdiile. nu. formează un 
grup sistematic omogen ci un grup de Fungi cu. diversitate filogenetică ai 
cărui reprezentanţi pentru care.se cunoaşte. reproducerea. sexuată. (teleo- 
rnorfici) sînt distribuiți între Ascomycotina si, Basidiomi ycotina.. Astfel, 
domeniul drojdiilor cuprinde în; prezent reprezentanți, din, Ascomycota, 
Basidiomycota (van. der Walt si. von Arx, 1985} si Deuteroniycetes (Fungi 
imperfecti). Pe: baza stadiilor. sexuate; sânt. recunoscute.. două grupe: (I) 
drojdiile perfecte sau: telomorfice Care: au, stadii, sexuate distincte expri- 
mate fie ca .ascá; fie ca basidie si. (II) drojdii. imperfecte sau unamorfice 

care.sînt cele la: care;stadiile sexuate lipsesc, dacă. sînt exprimate ca. ască 
sau basidie Ma joritatea drojdiilor aparţin. acestei. din urmă categorii. S-a 
demonstrat totuși că aceste așa-numite drojdii. imperfecte. pot. D inrudite 
fie cu drojdiile ascomicete, fie cu cele basidiomicete.pe baza unor aseme- 
nea 'caracteristici de afinitate emm ar fi: (I) ultrastructura peretelui celu- 
lar şi formarea conidiilor. (Kreger var Rij si Veenhuis, 1971; von Arx 
1980);: qn compoziţia - peretelui celular (Bartnicki-Garcia, 1970; Weijmar, 
1979); si OI) o reacţie de:culoare. cu; anumiţi :coloranţi de diazonium. (van 
der Walt si Hopsu-Havu, 1976; Hagler: şi Ahearn, 1981). 

'Descrierea standard in. forma sa general acceptatá. in; prezent este 
utilizată pentru! toate drojdiile, ;orieit;de diverse taxonomic. 

Descrierile; genurilor. și speciilor se bazează. pe. un număr mare si 
semnificativ de caractere, relativ usor determinabile, ceea, ce permite gru- 
parea drojdiilor pe criteri ii practice facilitînd, identificarea’ Jor. Identificarea 
drojdiilor, stabilește, , din punct de vedere practic, o asemănare între. 0 
anumită. tulpină, si. o serie de tulpini. tip prestabilite. Criteriul” este prin 
urmare esenţial practic.. 


1.2.3. CARACTERISTICI UTILIZATE IN CLASIFICARE. 
| „Trăsăturile sau caracteristicile, care. sînt, diferite la diferite de ojdii. pot 
fi utilizate în clasificare, „pe baza Jor; alcătuindu- -se descrierea standard a 
unei. specii. ^ 
D “Principalele: caracteristici utilizate curent, în. clasificarea. drojdiilor 
iau. în considerare; — aspectul microscopic al celulelor; — modul de repro- 
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ducere sexuată; — anumite activităţi fiziologice (în special nutritionale) 
si anumite particularităţi biochimice. La acestea se adaugă alte citeva 
roate: rtu ume +: a - Bess Bee raw zione ro 

. Aspectul microscopic. Examinarea microscopică a celulelor. de drojdii 
oferă date semnificative: taxonomic, privind dimensiunea $i forma lor, 
modul” de reproducere vegetativă (inmugurire multilăterală, bipolará sau 
unipolară; diviziune; formare de filamente) şi în cazul prezenţei sporilor 


— forma, structura şi modul lor de formare. 45 

. "Existá două tipuri de reproducere vegetativá la drojdii: prin înmugu- 
rire şi prin formarea pereţilor, transversali în hife sau celule unice. Mu- 
gurii pot avea o bază îngustă sau largă de formare. Apariţia-lor pe celulă 
poate fi multilaterală sau delimitată la regiuni speciale. Acest din urmă 
mod de inmugurire poate duce la formarea de cicatrice multiple (creste 


concentrice ale cicâtricelor mugurilor). || ^ 223 Cr 
Forma: celulelor, este edificatoare adesea pentru acest mod dé repro- 
ducere vegetativă De exemplu, celulele care înmuguresc multilateral sînt 
rotunde-cilindrice;/celulele care înmuguresc unipolar de Malassezia. (Pity- 
rosporum) pot avea forma de sticlă; înmugurirea bipolará la speciile, de 
Hanseniaspora; şi - Saccharomycodes determină adesea forma de lămiie a 
celulelor. 'Trigonopsis variabilis: formează atit celule triunghiulare care 
inmuguresc la colțurile acestora, cît şi elipsoidale care inmuguresc multi- 
Tip n E e N A ge. der Cep 
Celulele inmugurite care rámin atașate una de cealaltá formează ceea 
ce se numește pseudomiceliu. Foarte adesea apare 0 diferenţiere. între 
aceste 'celule care cresc pe o lungime mai mare (celulele pseudomiceliului) 
si altele care rămîn scurte si sint cunoscute .ca blastospori sau blastoconi- 
dii. Celulele formate ca muguri pe hife adevărate,sînt de asemenea numite 
blastospori sau blastoconidii; ele se formează uneori pe mici protuberante. 
“Pe filamentele unor specii de Pichia si Candida apar “ blastoconidii 
triunghiulare, de forma frunzei de trifoi și -polimorfe-, Unele drojdii for- 
meazá chlamidospori, celule rotunde cu pereţi groși (fig. 2). 
Speciile de Schizosaccharomyces se reproduc vegetativ numai prin 
diviziune celulară (clivare — formare de pereţi transversali în celule unice) 
în timp.ce genului Jrichosporon D sînt caracteristice atit inmugurirea cît 
si diviziunea, filamentele hifale fragmentindu-se în: arthroconidii (artro- 
spori). Drojdiile genului 'Sferigmatomyces formează celule noi pe sterigme 
care se rup la mijloc in, momentul separării celulelor-fiice, astfel. încît 
celulele. mai bătrine. care, au produs mai multe celule-fiice prezintă pe 
suprafață aceste proiecţii. Genurile Bullera si Sporobolomyces se carac- 
terizéàzá prin balistospori formati pe sterigme (fig. 3), care sint descárcati 
printr-un mecanism tipic (al picăturii de apă). ^^ ^ ' "T 
La diferitele.genuri de drojdii care formeazá filamente, anumite trá- 


„sături ale acestora se utilizează în clasificare: natura lor — de pseudohiie 
sau hife septate. adevărate, existenţa porilor la nivelul septelor si aspectul 


ca şi aranjamentul blastoconidiilor. Unele dintre aceste aspecte ca și struc- 
tura pereţilor. celulari evidenţiate pe  microelectronografii: diferenţiază 
drojdiile"ascosporogene de drojdiile basidiomicete (Kreger van Rij şi 
Veenhuis, 1971). Cercetările de ultrastructurá a peretelui la drojdii au 
relevat caracteristici importante taxonomic. Ca primă caracteristică apare 
o diferenţă distinctă între structura peretelui celulei vegetative.si modul 
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Fig. 2 2. Unele! trăsături morfologice utilizate în' clasificarea drojdiilor: 
A — “miceliu ;dicariotic, prezentind cîrlige: (în dreptul  săgeților),. care: 


funcţionează. în : cursul; diviziunii. celulare pentru conservarea „condiţiei. 


dicariotice; B — , clamidospor în curs de, germinare, .prezentind. un pro- 
miceliu format din. celule (bazidie), fiecare producătoare, de bazidio- 
spori; 'C —' asce cu ascospori, de formă şi număr caracteristice. „speciei; 
D. — hife rar septate, purtătoare de balistospori; E: —. miceliu- şi artro-: 


, sport: F.— pseudomiceliu .constind. din lanţuri, ramificate de celule alun- : 


gite care poartă blastopori .(a). sau blastospori si .clamidospori (b) dupà 
‘Herlea, 1984). - 


n sterigmâ TE 


Fig. 3. A 'Sterigmatomyces ` 

.halophilus, conidie formată pe 

sterigmă; B —. Sporobolomy:: 

e wi eg ces. roseus, formarea unei ba- 

*—— —balistoconidie listoconidii (balistospor) (după 
1 E / Buller, 1958). 
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de formare'a peretelui mugurelui, la drojdiile ascomicete si 'basidiomicete. 
O a doua caracteristică relevată de studiile realizate: la microscopul elec- 
tronic este structura peretelui transversal sau 'septului care se formează 
la hifele adevărate si la pseudohife — și: care manifestă: variaţii serinifi- 
cative. Există trei tipuri de ultrastructură: septală:'un' singur poi central 
sau linie de închidere, plasmodesme si o. configuraţie de dolipor: În timp 
ce valoarea ca test taxonomic a distinctiei dintre pseudomiceliu si miceliu 
adevărat s-a diminuat, diferitelor tipuri de structură septalá li se acordă 
în ultimul timp'o valoare taxonomică mare, în special pentru diferentie- 
rea genurilor... "re dep p WA do set bt. 

Desi testele “implicînd microscopie electronică nu sint de rutină in 
identificarea drojdiilor, în descrierea standard a mai multor specii apar 
date ultrastructurale. ^ .. SONS 

Reproducerea sexuată. Unele 'drojdii se reproduce sexuat prin forma- 
rea ascosporilor, altele prin teliospori'si altele prin basidii. ; 

"Pentru. drojdiile.ascosporogene, se acordă importanță taxonomică 
modului de formare a-ascelor: dintr-o celulă vegetativă (probabil diploidă); 
din conjugarea a două celule (probabil haploide) sau din-conjugarea unei 
celule-mamá cu-mugurele-său. La aproape-toate drojdiile conjugarea este 
soniaticá: două celule de drojdii fuzionează formînd zigotul in care are 
loc. fuziunea nucleară. La drojdiile'miceliene poate avea loc gametangio- 
'gamia: conjugarea a două celule care funcţionează ca gametangii şi repre- 
zintă excrescente. ale hifelor. Celulele. hifale- sint separate prin pereți 
transversali de gametangiile fuzionate ce vor forma.asca. ` 
s.- Un tip special de conjugare a fost. observat la anumite specii de 
Saccharomycopsis (Kreger van: Bu si Veenhuis, 1975). După fuziunea a 
două celule, hifale sau a unei celule hiíale cu un blastospor, se formează 
un perete nou între cele două celule care se transformă în asce, sau pe 
care se formează muguri ce vor. deveni- asce. Formarea, ascei la aceste 
specii. de: Saccharomycopsis a fost cunoscută înainte ca partenogeneză, 
deoarece celulele. fuzionate nu. erau vizibile, concomitent; cu prezenţa 
ascelor.. ha "n: aM "ia 

În condiţiile in.care într-o cultură sporii se formează dintr-un. spor, 
sau. dintr-o celulă haploidă, drojdia este homotalicá; in.cazul in care pen- 
tru sporulare este necesar un amestec de celule de tip opus de imperechere, 
drojdia este. heterotalicá. Kurtzman (1984 b) a arătat totuşi că ascosporii 
ascelor. bisporulate, care pot fi diploizi, germinează dînd: celule diploide 
care sporulează. fără conjugare anterioară (de.exemplu la Pichia amylo- 
phila). Mai multe. specii. de drojdii sînt cunoscute a: fi atit homotalice cît 
si heterotalice. La aceste. drojdii,. cultura, obținută dintr-o -singură celulă 
haploidă sporuleazá după diploidizare, dar ea reprezintă de; asemenea unul 
dintre tipurile; de, împerechere. Nu întotdeauna, dar foarte adesea, în. con- 
diţiile unui amestec de celule de tip opus de, împerechere sporularea are 
loc mai ușor, decît în cazul existenţei celulelor de un singur tip. LEI, 
__ Pentru, drojdiile.cu. asce' născute, pe, filamente, aranj amentul.ascelor 
„(în lanțuri sau în buchete) poate fi utilizat pentru a face distincţie între 
genuri, ca -Hormoascus sau Ambrosiozyma. Unele asce, cà cele de Loddero- 
myces si Saccharomyces, sînt rupte de ascospori în curs de germinare; 
altele, ca cele de Kluyveromyces se rup de timpuriu si eliberează asco- 
spori intacți. Numărul de ascospori. din fiecare ască, forma lor (rotundă, 


pa 
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ovală, ca: o. pălărie, .reniiormă, saturniformá, cil şi. aspectul neted 
sau rugos al. suprafeței lor, constituie trăsături, utilizate pentru separarea 
genurilor ca si pentru „separarea, speciilor : din „cadrul unui gen. (fig. 4): 
Aspectul suprafeței. sporului.poate fi vizibil la microscopul optic, dar une- 
ori protuberanţele existente sînt atît. de mici încît devin vizibile numai la 


Fig. 4. a —. Zi ygosaccharom: yces bailii, ascá CH 2 as- 
e cospori; b — "Saccharomyces ludwigii, ască cu 4 
ascospori; c'—'-Hansenula dnomala, ascá cu um as- 
cospor in ` formá de pălărie cu bor; od — Schizo- 
saccharomyces- octosporus; ască: cu . 58. 'ascospori; . 
ETT Rhodosporidium malvinellum, teliospor cu hifa 
` (după Barnett și colab: 1979). < T ^ 
"E ) 
microscopul electronic. „Microscopul electronic cu baleidj („scănningie) a 
relevat de asemenea existenţa unor creste pe supr 'afata sporilor, de exem- 
plu la Debaryomyces marama (Kurtzman și colab., 1975) : și a unei margini 
care nu e circomfluentă la Pichia 'dispora. (Kurtzman Și "Smiley, 1974). 
Sectiunile observate! là microscopul electronic prin transmisie arată mai 
multe detalii decît cele evidenţiate la „scanning“ si permit de asemenea 
o introspectie în strüctura internă a sporilor.” Fixarea “materialului cu 
tetraoxid'de osiniu sau permanganat de potasiu relevă un perete: în' care 
sînt vizibile straturi de densități. electronice diferite. În forma cea mai 
simplă există un strat: exterior: întunecat si unul intern: luminos. Apar 
variaţii în grosimea și forma acestor straturi” (de exemplu proeminențe 
în stratul extern sau in. iss degit Densitatea „electronică a stratului 


j 


exterioară poaté Cp foarte întunecată și astfel. nu se distirige de stiati] 
extern de' aceeași densitate electronică — ca in cazul sporilor de Saccha- 
romyces capsularis. Mar ginea aparține . zonei exterioare a stratului intern. 

"Observațiile. asupra. germinării sporilor în formă de pălărie arată că 
zona internă luminoasă, devine peretele. celulei vegetative, în timp ce restul 
peretelui sporal,. incluzind . marginea, dispare, Indepártarca. straturilor 
exterioare are loc fie. prin extindere. și dezintegrare treptată, fie prin 
rupere, pe măsură ce celula. se. umflă. In. acest din urmă caz, învelișul, gol 
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rămîne în general'atașăt:de celulă și observaţiile la microscopul optic: coni- 


duc la concluzia că sporul are două.membrane. Existenţa unui strat intern. 
dublu, si anume-a unui strat intern cu:două zone dintre care cea mai inter- 
nă formează peretele celulei vegetative: după germinare; a fost, observată; 
nu numai la sporii în. formă de pálárie ci şi la sporii rotunzi. de Saccharo- 
myces :cerevisiae. În cazul- sporilor cu:un strat intern':simplu, Ip: cursul 
germinării se poate forma un perete nou pentru celula vegetativá. | 


n D 


“Cercetările de microscopie electronică a ascosporilor au condus;la 
crearea genurilor Wingea (van der Walt, 1967) si, Pachytichospora (van 
der Walt, 1978). Datele de ultrastrucetură a ascosporilor. sînt; departe. de a, 
fi complete si. în cazul în;care „acestui caracter. i se. acordă importanţă 


taxonomică! (de exemplu, pentru diferenţierea genurilor) continuarea aces- 


tor studii poate fi. profitabilă. | yc ames ; 
7Pentru:.clasificarea' drojdiilor care se reproduce prin teliospori sint 
luate. in considerare particularităţi structurale (eum ar fi ,,cirligele*) ca 
si morfologia sporoforilor:si teliosporilor. PED uS 
Asemenea .drojdii sint considerate a fi înrudite stripe cu Fungii din 
Cl. Basidiomycetes, datorită asemănărilor dintre ciclurile sexuate (Kreger: 
van Rij; 1973). ` Ate" dé Zi < RA o4. T Se 
Majoritatea, speciilor de .drojdii;.basidiosporogene sint. heterotalice, 


lare. In.acest caz, dintr-o.s 
uninucleat, cu. teliospori. l 
Trăsături fiziologice. Ca si, bacteriile, drojdiile se caracterizează mai 


nătoare amidonului, (IX) de a hidroliza ureea, (X). de a forma acid. Ase- 
menea „caracteristici. sint utilizate, în mod. obişnuit, pentru. diferenţierea, 
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dintre specii. Cu toate acestea, anumite genuri se disting prin unele din 
aceste trăsături. Astfel, 'drojdiile. genului Cryptococcus, . prin definiţie, 
utilizează ca: sursă de carbon. pentru' dezvoltare myo-inositolul;. drojdiile. 
genului: Dekkera produc acid; cele din: genul Hansenula utilizează nitrat; 
“speciile de Saccharomyces fermenteazá D-glucoza sam d. 

Pentru. diferenţierea drojdiilor basidiomicete. sint importante + „două. 
teste, utilizate în descrierea: standard a: speciilor: testul: de. culoare: cu. 
Diazonium blue B (DBB) si testul: ureazei. În -testul DBB «(van der Walt 
si^Hopsu-Havu, 1976; Hagler si Ahearn, 1981) celulele crescute în con- 
diti: speciale dau culoarea roșu întunecat; cu colorantul, mecânismul reac- 
Gei nefiind cunoscut. Singura excepție “dintre: 'drojdiile ` ascomicete cui 
reacţie DBB: pozitivă pînă în prezent (după gi cauta: Rij, 1987) o'con- 
stituie Sporopachydermia quercuum (Lachance, 1982); 

“Testul ureazei (Seelinger, 1956):pe' mediu solid (Christensen, 1946) 

sau pe mediu. lichid: (Roberts: și.colab, 1978) :nu este exelusiv.pentru droj- 

diile basidiomicete dar are avantajul usurintei de: realizare. Sînt cunoscute 
putine dr ojdii ascomicete care au'de asemenea o she dinis la acest 
test (Hagler si Ahearn, 1981). 


„Alte criterii. Rezultatele cercetărilor H asupra unor caracte- 
ristici biochimice ca de exemplu structura “chimică à pereţilor” celulari 
(Phaff 1971; Bonaly, 1974), în special- à mananilor parietali (Goin si 
Spencer, 1970; Ballou, 1974), tipul de: ubiquinoná (coenzimá Q), conţinutul 
GC al ADN, modelele enzimatice, au influențat de asemenea -deciziile 
taxonomice. 

` Conţinutul: GC al ADN: si sistemul coenzimă Q (Co—Q) sînt două 
caracteristici de importanţă tàxonomicá mentionate in descrierea standard 
a unor specii dar nu a tuturor. Aceste : “trăsături nu sint încă stabilite ca 
fiind de rutină. Semnificaţia taxonomică a! conţinutului G-FC, său procen- 

“tul molar de guanină plus citozină al (ADN este prezentată în subcapitolul 
1.2.6. Co—Q sau: ubiquinona este prezentă. la diferite drojdii participînd 
ca transportor: de electroni în lanţul respirator al mitocondriilor. Analiza 
coenzimei Q (Yamada și Kondo, 1972; Yamada și colab., 1973, 1976, 1977, 
1980; Yamada si Banno, 1984) a relevat: că în cadrul taxonilor de drojdii 
numărul de unități isopren cu lanțuri laterale per moleculă variază de la 
5 la 10 (Q—5 pînă la Q—10). La multe genuri toate speciile au același 
„număr Q, dar la alte genuri (Pichia, Hansenula, "Saccharomycopsis, De- 
„baryomyces) există 'heterogenitale. De exemplu; 'unele specii de Debaryo- 
myces au Q—96 şi altele Q—9 (Yamada si colab., 1976). Ca urmare a aces- 
tei dovezi de heterogenitate în cadrul genului . Debar yomyces, nu a éxis- 
tat un acord general privind. propunerea de a uni speciile de Debaryomyces 
cu unele specii de Saccharomyces si de a le transfera în genul! Torulaspora 
(van der Walt și Johannsen, 1975 ch, “Analiza suplimentară a speciilor ati- 
pice incorect desemnate, obţinută prin alte tehnici molecular e, poate avea 
implicaţii. filogenetice de mare interes. . 

„Alte caracteristici de importanţă taxonomică, dar care nu sînt men- 
tionate în descrierea standard, includ. compoziţia: chimică a peretelui celu- 
1, -omologia secvenfei ADN şi modelele enzimatice. 

' Cercetările asupra compoziţiei chimice a peretelui celular si a compu- 
"ior extracelulari au fost trecute în revistă de Phaff. (1971; 1977,:/1984). 
Conform acestora, componentele peretelui celular al drojdiilor sint glu- 
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canul, mananul si chitina. Din cunoștințele. de pînă; acum, la.drojdiile asco- 
micete apar . B-glucanul' Și. chitina, iar la: drojdiile basidiomicete- £-gluca- 
nul, chitina şi în unele cazuri. a-glucanul. Ultimul compus a fost găsit la 
specii de Cryptococcus şi de asemenea la. drojdia ascosporogenă Schizo- 
saccharomyces. (Bacon şi colab., 1968). Baside si colab. (1979) au demon- 
strat diferența in. compoziţia peretelui celular dintre drojdiile ascomicete 
si basidiomicete prin tratarea celulelor cu diferite. ,enzime, glucanaze, în 
scopul obţinerii, protoplastilor. Pentru drojdiile ascomicete, a fost necesară 
1,3-B-glucanaza si pentru. unele drojdii basidiomicete. 1,3- -B-glucanaza . și 
1,4-a-glucanaza. 

Kocourek şi Ballou (1969), Gorin şi Spencer (1970) au realizat studii 
comparative ale: mananilor. de drojdii. la diferite specii. Primii doi autori 
menţionaţi au utilizat o metodă implicînd acetoliza si analiza, oligozahari- 
delor rezultate, Aar ceilalţi doi au obţinut spectrele de rezonanţă proton 
magnetică a mananilor izolati. Partial, rezultatele. acestor. studii. sînt ukili; 
zate. diferențiat; în taxonomia „drojdiilor. 

Compuşii: extracelulari, fie prezenţi în capsulă, fie excretati în mediu; 
includ: polizaharide şi lipide. Specii de Hansenula st Pichia produc: fosfo-. 
manani de diferită compoziţie, iar Pichia mucosa» produce: un manan 
(Seymour. si colab., 1976) . 

Análizind materialul capsular. al disc A: de C rypistieie: si Tre- 
mella, Slodki st colab. (1966) au găsit heteropolizaharide ' extracelulare 
similare conținînd. D-acid glucuronic, - D-xiloză, D-manoză ai ‘grupări 
O-acetil, sugerind pe această bază o relaţie între genuri. Von Arx și Weij- 
man (1979): au extins această investigaţie asupră multor specii de. drojdii 
cu “utilizarea celulelor. întregi peritru analiză. Se constată cá xiloza apare 
in-celulele- uriui grup de drojdii basidiomicete pe care autorii îl indică ` 
drept Filobasidiaceae — şi este absentă la alt grup de drojdii basidiomi- 
cete; Sporobolomycetaceae, ca şi la drojdiile ascomicete. ` 

Producerea de" lipide extracelulare de către drojdii, trecutá in revistá 
de Stodola si colab. (1967), nu a fost încă utilizată în sistematica drojdii- 
lor, deşi autorii au stabilit cá. poate fi un criteriu util. Procesul este tipic 
pentru unele specii, de Cryptococcus. şi, Rhodotorula (Ruinen si Deinemă, 
1964). 

„Studii imunologice asupra peretelui A ccu relevanea semnifica- 
tiei structurii antigenice în. clasificare, au fost făcute pe:drojdii de interes 
medical (vezi Tsuchyia ai colab., 1974) Si la noi în'ţară pe unele drojdii 
de vin (Herlea,"1968; Herlea şi colab., 1968). 

Stabilirea omologiei: de sécverit ADN sau înrudire între tulpinile de 
drojdii este de primă importanţă | pentru diferenţierea. speciilor. Semnifi- 
catia taxonomicá' a acestor "analize moleculare este pr ezentată in subcapi- 
tolul 1.2.6. 

Modelele. enzimatice, pot fi obţinute prin metoda. electroforezei Si 
analiza lor comparativă poate duce la concluzii asupra înrudirii, De exem- 
plu, Baptist şi Kurtzman. (1976) au comparat. 6 enzime diferite la Crypto- 
coccus laurentii cu varietățile: sale si la: două specii: de Tremella. Pe baza 
datelor obţinute și. a altor trăsături, ei au reclasificat două tulpini de 
Cr.-laurentii: var. magnus. Yamazaki si Komagata (1981) au comparat -7 


ai 


enzime: de Ja diferite: tulpini de. aot Fold si: Rhodosporidium, distin- 
gind pe această bază:mai multe grupe în cadrul Jor. 
EN 
* VW d à 

În încheierea prezentării criter iilor utilizate in Haline devin 
necesare unele, concluzii. şi, interpretări, În primul! 'rînd este de subliniat 
faptul că numărul acestor criterii à sporit în cursul timpului. Dn tásurilor 
morfologice. utilizate initial. in descrierea” standard a: speciilor, li s-au adáu- 
gat treptat diverse trásáturi fiziologice, ar acestora'din urmă AE EÝ 
ale ciclului de viaţă, date ADN şi detalii ultrastr ucturale. 

Diferentierea spăciilor eg bazează ín majoritütea cazurilor! DE 'dife- 
rente: existente'la nivelul a două sau mai multe criterii şi adeseori à unuia 
singur. Unele criterii au fost devalidate, ca de exemplu! 'distinctia-dintie 
absența fermentaţiei. și 0 fermentație slabă, pr oducerea de pseudomicelii 
si fórmarea peliculei là: drojdiile cu forme S si Ri 9L 

„Experiențele de împerechere $i rezultatele get fil aie ADN (eotiti- 
nutul .G--C: si: omologia de secvenţă) fac Ly A n în prezent, o.disțincţie 
fundámentalá intre specii. 

Ca o: consecință! a investigaţiilor realizate “pînă în „prezent, unele spe: 
cii au fost scindate, altele unite. ' vi 

m. contextul. i MA RU ir i utilizarea si valoarea er iter iilor carente 


cili. Criter iile. pot di, Msi e (ef mt un: te, si: lipsite, de valoare pentru 
altul. Cu; toaţe acestea, este posibilă o utilizare mai bine fondată „a criterii- 
lor. disponibile; în interiorul grupelor, de specii. În cîteva. cazuri, criteriile 
disponibile. pentru deserierea standard au, fost insuficiente: pentru sepa: 
rarea a două specii, carea fost realizată datorită difer entelor. án: Grënn 
tul CC. 

Datele de. complementaritate ADN, care dau rezultate. atat de bune. 
în delimitarea speciilor, nu sînt utile în diferenţierea genurilor — pentru 
care scop sistematicianul. are de făcut o alegere a, criteriilor. În prezent, 
caracteristicile utilizate pentru diferenţierea genurilor sînt, de exemplu, 
modalitatea de formare a mugurilor, producerea de miceliu adevărat, 
structura septelor hifale, formarea de artrospori, forma şi structura ascos- 
porilor, liberarea" ascosporilor- (asce efemere sau persistente), asimilarea 
nitratului și inositolului, prezenţa pigmentilor' carotenoizi şi “sistemul 
Co—Q. Dintre. acestea, sistemul Co—Q este. de mare váloare Sj unii autori 
îi acordă un precedent asupra; formei: şi structurii 'aşeosporilor, care sînt 
2lte caracteristici importante. Unele detalii,sint; menţionate la, prezentar ea 
genurilor. în subcapitolul 1.2.4. In delimitarea genurilor, un rol. îl joacă 
evident consideratiile asupra relațiilor filogenetice, În acest sens au adus: 
contribuţii semnificative teoriile lui Guilliermond si Wickerham., Deşi în 
1904 Hansen si din 1907—1924 Klócker erau deja constienti de existenta 
unor nivele diferite de relaţii între 'drojdii, primul care'a explicat con- 
ceptiile "sale filogenetice pé baze: principiale a fost 'Guilliermond (1909). 
Pentru fungii care prodite! acelaşi tip de tască primitivă, el presupune o 
dezvoltare evolutivă de ja speciile miceliene Ja cele care înmuguresc si 
observă 'stadii- ale acestei-comportári la :genurile:: Eremascus, Endomajces 
(=Endomycopsis! Stelling-Dekker = Saccharomycopsis Klócker) si Saccha- 
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romyces. Tulpinile: de. Eremascus formează numai miceliu adevărat, cele. 
de la: :Saccharomycopsis miceliul adevărat şi celule care înmuguresc, iar 
tulpinile de Saccharomyces: numai celule, care înmuguresc.: O: altă linie 
evolutivă unește genul: Eremascus, via: Endomyces, cu. Schizosaccharomy- 
ces. “Tulpinile de Endomyces: produc miceliu adevărat care se: separă în 
artrospori şi cele de Schizosaceharomyces: formează. celule unice prin divi= 
7ziune (clivare). Din: punctul de vedere prezentat, reproducerea vegetativă, 
fie -prin înmugurire, fie! prin diviziune, este de importanţă primară, ^ ^ 
Wickerham (1951) și Wickerhani. &: Burton (1962) au: propus o teorie: 
filogenetică pe. baza unei abordări diferite de cea a lui: Guilliermond. Ei 
consideră forma :ascosporilor a fi un caracter mai important decît inmugu- 
rirea si diviziunea. Wickerham a realizat un studiu extensiv al; genului 
Hansenula; căracterizat: prin forma sporilor. şi prin. asimilarea  nitratului. 
In acord cu teoria sa, derivată din observaţiile pe :Hansenula, tendinţa 
evolutivă fundamentală implică o.modificare de la:-specii: haploide la. di- 
ploide.. Aceasta este asociată cu; o. dependenţă diminuată fatá.de sursa ex- 
ternă de vitamine, cu capacitatea, de a fermenta un număr sporit; de zaha- 
ruri şi cu capacitatea: de a forma. mai multe hife, Cea. din urmă trăsătură: 
contravine total teoriei lui; Guilliermond. După .opinia lui - Kreger-van 
Rij (1987), rezultatele: studiilor.ultrastructurale asupra hifelor fac. posibilă; 
intr-o anumită măsură, reconcilierea ambelor, teorii. Aceste studii arată 
tipuri 'diferite de structură septală; Există astfel, o diferenţă, între. septele 
cu plasmodesme de la speciile. Saccharomycopsis şi. septele lipsite de. aceste 
structuri de la speciile de Hansenula,. Se disting în felul acesta fundamen- . 
tal două tipuri de hife. După opinia autoarei menţionate anterior este po- - 
sibil să :acceptăm; concepția lui Guilliermond după care. genul micelian 
Saccharomycopsis este primitiv, în timp ce genul Hansenula, cu celule care 
înmuguresc şi .hife adevărate care se..pot. forma; după o mutație .S—R, 
este mai; avansat...O. altă; trăsătură primitivă a majorităţii speciilor, de 


“Saccharomycopsis este că sint. haploide. 


„142.4, CLASIFICARE, PRINCIPALELE CARACTERISTICI 
'ALE GENURILOR DE DROJDIL - 
„ Clasificarea cea mai recentă si cuprinzătoare a drojdiilor este cea dată 
de Kreger-van Rij (1984) din care vom prezenta succint grupele. de drojdii 
incluse în Eumycota (tabelul 4), cu accent special pe genuri. De la apari- 


Tabelul 4 
Clasificarea drojdiilor în Eumycota 
(după Kreger-van Rij, 1984) 
Ascomycotina: A s 
_Hemiascomycetes j 
. .Endomycetales iz e[tib ) Spermophtoraceae.. |. 
Basidiomycotina ih en: i » Saccharomycetaceae 
Ultilaginales. Filobasidiaceae coms 
S NW Drojdii ce formeazá teliospori 
Tremellales. Mstiagetioon | Sirobasidiaceae ^ ^ DO 
Deuteromycotina Mes Tremellacede . 
^ Blastomycetes ` ` | ul Cryptococcaceae SE 
Kean. gtt, aliati wat SPorobolomijcetaceae ` | 
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tia ediţiei a doua a monografiei „The Yeasts; a- Taxonomic Study“ (Lod-: 
der, 1970). — moment remarcabil de referinţă pentru taxonomia :drojdii-: 
lor — au fost înregistrate progrese pe mai multe direcţii. în primul rînd: 


numărul genurilor de drojdii a crescut de la 39 la 60, iar numărul specii- 


lor de la 349 la 500. De asemenea, au fost introduse noi criterii de: clasi- 


ficare si au fost propuse reclasificári asupra cărora nu existá intotdeauna 
un consens de opinie între! specialiştii in taxonomia. drojdiilor. 


Sporirea numărului de genuri și specii'se datoreste în cea mai mare 


măsură îmbunătăţirii modalităţilor de: diferentiere.' Clasificarea micro- 


organismelor: în grupe permanent, stabilite: şi: delimitate: după :caracteris-. 
ticile: lor comune devine inevitabil: tot mai dificilă. Initial, pentru a dis- 
tinge între tulpini; observaţiile vizuale și de comportament erau sufi- 


ciente, însă pe măsură. ce studiul fenomenelor “biologice a fost. aprofun- 
.dat a devenit: evidentă, posibilitatea: realizării unei distincții de fineţe si 
fundamental mai logice între organisme. ` 


` Introducerea noului concept al inrudirii ADN:ea metodă de clasifi- . 


care, delimitarea speciilor pe baza :discontinüitátii fenotipice (van der. 


Walt, 1987) si àlte-sisteme:moderne și-au pus amprenta $i continuă să in- 


fluenteze taxonomia drojdiilor.. Este evident că, pe măsură ce cercetarea: 


fundamentală relevă funcţii specifice ale componentelor. individuale ale 
celulei vii, sistemul de clasificare va deveni mai logic si'semnificatia inter- 


. T , ` gien rs 2 „at Y mi B ORE „a Sam) Y. 1 e 
acţiunilor extra- $i intracelulare và fi mai: bine înţeleasă. În acest con- 
text clasificarea drojdiilor este continuu perfectabilă. 


“Ediţia a treiă a monografiei „The Yeasts“ publicată în 1984, sub in- 


grijiréa aceluiaşi for recunoscut pentru táxonomia drojdiilor — care este. 


„Scoala olandeză din Delft“ —, prezintă o reevaluare! la zi a taxonomiei 
drojdiilor cu clasificarea speciilor luată în considerátie!in prezent de toti 


specialiștii pe plan mondial care lucrează cu. drojdii. În această ediţie ca. 


şi în cele anterioare nu au fost inclusi toti fungii care au în ciclul de viaţă 


o fază de drojdie, ci s-a făcut o selecţie pe considerente tradiționale: si 


practice. Este previzibilă în viitor , posibilitatea lărgirii : spectrului de 
drojdii clasificate ca fungi pentru care in scopul. diferenţierii speciilor 
este avantajoasă sau necesară o. combinaţie de trăsături morfologice, 
fiziologice și biochimice. ANI le 


După cum se constată din tabelul 4 in cadrul drojdiilor sint recu- 


noscute trei grupe: A) drojdii ascosporogene; B) drojdii basidiosporogene 


si C) drojdii imperfecte. 


1.24.1. DROJDII. ASCOSPOROGENE - 


"Drojdiile ascosporogene sint clasificate in Hemiascomjcetes (AscO- ` 


mycotina), lipsite de ascocarp (corp de fructificare) si hife. ascogene. (Ains- 
worth, 1973). In clasa Hemiascomycetes drojdiile sînt: clasificate-in- două 
familii: Saccharomycetaceae si Spermophthoraceae din ordinul 'Endomy- 
cetales. Cele două familii se disting după forma ascosporului: la Spermo- 
phthoraceae sporii au o formă de ac, la Saccharomycetaceae': ei „au: o 
formă diferită. Este chestionabil dacă aceste diferente sint suficiente pen- 
tru o separare a familiilor. De exemplu, genul: Metschnikotia din^Sper- 
mophthoraceae. este. foarte. similar - cu -genurile din Saccharomycetaceae 


'34 fl Jov aatinaa spuda 18 paa a d 


(Lodder; 1970). O. examinare mai atentă a speciilor din. alte genuri ` de 
“Spermophthoraceae, in. special. a -ciclului. lor vital, poate aráta.mai multe 
similarități şi poate conduce la unirea familiilor. Familia Sacchar omyce- 
taceae se distinge de alte două familii din: Endomycetales: Ascoideaceae 
și Endomycetaceae, prin Lina sa de celule, unice care inmugurese (Kre- 
ger-van Rij, 1973). 

Familia: Saccharomycetaceae , cuprinde patru subfamilii (tabelul 5): 
(1) Schizosaccharomycetoideae, la care reproducerea vegetativă este exclu- 
siv prin diviziune; (2) Saccharomycetoideae: care include toate genurile as- 
'cosporógene ce manifestă înmugurire.: multilaterală şi la care asch, Du este 
formată in maniera particulară de la Lipomycetoideae, subfamilie ce:con- 
Une numai genul Lipomyces; (3) Lipomycetoideae, cu ascospori și” asca 
tipică menţionată anterior; (4) Nadsinioideae, la care inmugurirea e "es ste bi- 
polară, A 


- p "Tabelul 5 
Caracteristicile genurilor de drojdii din familiile itis: 
Saccharomycetaceae şi Spermophthoraceae 


i 


Saccharomycetaceae: :: ; 
1) Schizosaccharomycetoideae 
Schizosaccharomyces *"6as-ilürit oq 4i imi V 


Celule care se divid (miceliu -adevărat şi artrospori) e 
Ascospori, 4—8 per ascá,:ce:se eliberează, de formă omii aaki sau. Ke 
. formă cu suprafaţă netedă. sau: rugoasá.. | T l ^ 
Fermentaţie +-; nitrat —; urează +; DBB.— doica | (eru 
Coenzima Q-9 si Q-10* 5-49 siixnsoO 
2) Saccharomycetoideae D TRA T La d 
Amibrosiozyina ne aes tg TELA CD b go] oc 
Celule care înmuguresc, micelit’ düevarat; gek, ite cu: - dolipor. 
Asce pe hife; ascospori in formá de pălărie, " 
Fermentatie +; nitrat —; urează —; „DBB - — Gg 
Coenzima Q-7: ; | : yt i 
Arthroascus' " 
Înmugurire pe o pue Gë, miceliu l&devairat si artrospori,. septe. hifale- cu o 
linie de închidere (perete subţire). ; 
Asce în general în formă = D ascospori care se eliberează, în: formă, FA e pălă- 
"rie sau Saturn.: 
Fermentatie —; nitrat —; urează —; .DBB —. 
-Coenzima 3 
Arxiozyma : 
Celule care: înmuguresc. - 
Asce: neconjugative; ascospori care nu se clibereazá, rotunzi sau: 'ovali, „cu supra- 
'fata rugoasá. 5 
Nu formează peliculă. 
.Fermentatie viguroasă. 
Coenzima Q-6 
Citeromyces ` á l 
Celule care înmuguresc. 
Ascospori neeliberati, rotunzi si rugosi; heterotalică. | 
, Fermentatie +; ureazá —; DBB —. 
~- Asimilează nitrat... 
Coenzima Q-8 
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Tabelul :5! (continuare) 


Clavispora ` 
:Celule care înmuguresc; uneori: pseudohife.. 
Ascospori eliberaţi, in. formă de măciucă, rugosi. 
Fermentatie +; nitrat —; DBB —. 
Coenzima Q-8 

Cyniclom; yces . 


Celule, care înmuguresc; pseudohife, : 

 Ascospori in general neeliberati, ovali pinà la cilindrici. | . 

"Fermentatie slabă; necesităţi complexe de: creştere; culturi cu: viaţă scurtă. . 
Dezvoltare între 30 şi 407C..- 

Habitat restrins la. stomacul „iepurilor. 


Debaryomyces** 


Celule care înmuguresc; uneori  pseudohife. : i pi 
Conjugare între celula-mamă si mugure; ascospori neeliberati,' rotunzi sau ovali. 
rugosi sau cu creste... . 
Fermentatie d us nitrat - —; urează —; DBB — 
Coenzima Q-9 
Dekkera ` 


‘Celule. care. I ME ed uneori hife. 
. : Ascospori eliberaţi in formă de pălărie. 
Fermentatie +; nitrat+/—; produ acid: acetic. in condiţii” -de aerobioză : din. 
D-glucoză; urează —; DBB — 
Cresc încet. ` 
"Viaţă scurtă pe malt-agar 
Guilliermondella 
;Celule care înmuguresc, miceliu; pen er »septe: hifale cu plasmodesme. 
Asce pe hife; ascopori eliberaţi, în formă de lună .noua. 
Fermentatie +; nitrat —;DBB-—. i `i f 
Coenzima Q-8 ` 
Hansenula** 
Celule care inmuguresc (miceliu Stage ui : EN 
Ascospori în general eliberaţi, în formă de pălărie sau Par ata "Sou. i emisferiei. 
Fermentatie : mmi nitrat +; urează —j ,DBB Te. 
' Coenzima Q-7 şi Q-8 
Issatchenkia. 
“Celule care inmuguresc; uneori 'psudohife, 
- Asce neconjugate; ascospori neeliberati, rotunzi si cu suprafata rugoasă. . 
“Formează! peliculă. 
Fermentatie +; nitrat "e urează —; DBB —. 
‘Coenzima Q-7 ise 
Kluyveromyces** 


' Celule care înmuguresc; uneori pseodohife. 2 
Ascospori eliberați, reniformi, în formă de semilună, rotunzi sau ovali, 1—16 
(sau mai multi) per ascá. 
Fermentatie +; pu —; urează —; e — 
'Coenzima' GG ! 
Lodderomyces 
Celule care înmuguresc; pseudohife, 
Ascospori neeliberati, ovali, ; 
'Fermentatie +; — —; urează —; DBB — ÉÉI 
. Coenzima Q-9 . 
Pachysolen ` 
Celule care inmuguresc; uneori pseudohife. i 
Asce cu pereţi grosi formate la capătul distal al, unei prelungiri. tubulare a 
celulei; capătul tubului este cu perete subţire și contine aca 'ascospori 
— dë formă de in EN 


Tabelul 5 (continuare) 
e 
. Fermentatie +; nitrat —; urează —; DBB —. 
Coenzima Q-8 
Pachytichospora 


Celule care înmuguresc; uneori pseudohife. 

Asce' persistente formate din celula diploidă. 

Ascospori neeliberati, de formă rotundă. pmi la ovalară, cu un perete îngroșat 
excentric: 

Fermentatie +; nitrat: —; uicăză =; DBB - —: 


Pichia»: 


Celule. care. inmuguresc (miceliu adevárat, artrospori), 
Ascospori in general eliberaţi, in. formă de pălărie sau Pali Nat: rotundă: sau 
emisferică, cu suprafața netedă sau rugoasă. 
Fermentatie +/—; nitrat —; urează —; DBB —. 
Coenzima Q-7, Q-8, Q- 9 P 
Saccharomi yces**. 


Celule care înmuguresc; uneori pseodohife. 
Asce persistente, formate direct din celula diploidă; ascospori necliberafi, 
rotunzi sau ovali, netezi. 
Nu formează 'peliculă. 
Fermentatie: +; nitrat, —; urează —i DBB —, 
Coenzima Q-6 s - 
Saccharomi ycopsis. : TN 
“Celule “care 'înmugurese, miceliu’ adevărat (ăttrospori) hife: septate, cu plasmo- 
desme, 
„Asce formate pe hife; ascospori eliberati ` sau neeliberati, rotunzi, „în formă de 
pălărie sau Saturn, cu suprafața netedă sau rugoasă. 3 
 Fermentatie ent nitrat zi ureazá —, DDR =; 
Coenzima Q-8  : e i 
Schwanniomyces. e 1 
Celule care. înmuguresc; uneori i pseudohtib simple... 
'Conjugare între celula-mamà şi mugure; ascospori. necliberaţi, rotunzi. sau ovali, 
cu o margine ecuatorială, rugoşi.. s- 23 eci 
Fermentatie +; nitrat kä urează —; DBB —. ST 
Coenzima Q-9 R 
Sporopachydermia t dÉ 
Celule care înmuguresc; uncori. pseudohife... . PEPATE ; 
Ascospori eliberaţi, rotunzi. sau ovali, cu un perete gros. yr 
,, Fermentatie —; nitrat —; urează —; | DBB —. 
Asimilarea inositolului pozitivă. 
Stephanoascus 
Celule care ánmuguresc, . miceliu adevărat: cu. blastoconidii pe. „denticuli, septe 
hifale cu plàsmodesmoe. 
„Asce. rotunde eu o celulă mică in. vîrf, formate după conjugar ea. celulelor a 
„două hife; ascospori C M emisferici ` cu un perete gros. pe latura 
ur „convexă; heterotalicà. . 
Fermentatie —; nitrat —; urează —; DBB - -— 
Torulaspora: | 
Celule care inmuguresc.. . 
Asce formate dupá, con jugare, „obişnuit între. celula-mamă şi anügure;. S5cpsperi 
neeliberati; rotunzi sau. ovali, rusosi. sau netezi. . "ik 
Fermentatie +; nitrat ect urează —; DBB —. 
Coenzima Q-6 - 
Wickerhamiella 


` Celule care inmuguresc. 
Ascospori- eliberaţi de formă! alungită Si, cu gengt rugoasă. 
Fermentatie —; nitrat uL urează —; DBB 


Tabelul :5 (continuare) 


gd 


^ Wingea - " D 
Celule care inmuguresc. : 
Ascospori neeliberati, lenticulari, brun deschis. 
Fermentatie +; nitrat —; urează —; DBB —... Aa EA 
Coenzima Q-9 * i RE SR ON, 
Yarrowia.... 1$ 
Celule care inmuguresc, miceliu adevărat, septe hifale cu micropent central sau 
linie de închidere; conidii. cilindrice sau piriforme. .. l 
Asce pe hife. obişnuit forinate ca urmare a împerecherii. a EEN tulpini, compar 
tibile, rareori auto-ascosporulare; . ascospori eliberati, rotunzi, sau in formă 
de pălări ie, marginea ppate fi de formá neregulată. d . 
= Fermentaţie' ==; nitrat —; urează +; DBB —. pi pu MA 
: Coenzima Q-9 ks 4 d IUD 


3 ' Td H : à TRUE! 
Zygosaccharomyces Rd | ë d» VN a aa an 
Celule care inmugur ese, uneori pseudohife. CR i 
. Asce formate prin conjugarea celulelor; ascospori neeliberaţi, N său P ovali: 


Fermentatie. +; nitrat —; urează —; — mE hosing e ia ol 


LES S -— ' t sgue fai 
ROREM ER . AD ZE ) rie ] 1X 


3) Lipomycetoideae i K M 
Lipomyces l e o éi „FĂ 
Celule care înmuguresc, obișnuit capsulate. E a dle Yr > pote d 


„Mugurii activi“. pot conjuga sau se pot transforma direct în asce; ascaspori 
, obişnuit eliberaţi, ovali, de culoarea chihlimbarului, netezi, rugosi sau cu 
creste, 1—16 sau mai mulţi pei asch, l | 
4, Eermentatie. ph amidon, Ai „inositol, timi nitrat —;. urează ——; /DBB — 
COEN A CI Genee cătune a ed pe é NOS LA Mil 
4) Nadsonioideae rast EM Ta VE Ki i sd eearm T 
Hon : SEI putut 


“Celule care: înmuguresc, bipolar pe o bază largă; rareori pseuioliite, -— n] 
.' Ascospori eliberați sau nu, in: formă de” cască ` sau Saturn, netezi Sad rugosi. 
Fermentatie “t+; nitrat — —; "urează +; DBB — d 
< Coenzima Q-6 Fs dieit b bară RK 
Nadsonia i / i E Kë? abia 
Celule care inmuguresc bipolar pe o bază largă. Celule mari în torii” de lümiie 
; sau ovale. cid 
-Conjugare între celula-mamă şi inugure; "ascospori seetiberat rotunzi, rugoşi, 
bruni. s S à 
: Fermentaţie '4+/—; nitrat —; urează : —: DBB — Buh s ua SERE 
` Coenzima Q-6 e iod IDQUL pitake A 
Saccharomycodes e 
"Celule! alungite sau în "formă de. Tămiie care înmuguresc, bipolar | pe o basa 
| largă; uneori pseudohife. : 
` Conjugarea! sporilor ` în Curs de: germinare- în. ascá;  ascospori rotunzi! cu o'mar- 
'gine îngustă; 
Fermentatie +; nitrat —; urează —; DBB —. 
Coenzima Q-6 | ! 
Wickerhamia Ri 
Celule care inmuguresc, bipolar pe o bază largă. 
Ascospori eliberaţi, în formă de bonetá, di unul: per: aech, 
- Fermentaţie +; nitrat —; urează —i “DBB —, 
Coenzima Q-9 
„Spermophthoraceae 
Coccidiascus 
„Celule care inmuguresc. 


^Asce mari, in formă de: banană; ascospori: eliberaţi, în Zormä de fus,' 8 per 
ască m. : säin. MA eder 


geg 
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` 
Metschnikowia | 1 
“Celule care înmuguresc; obișnuit pseudohife. ` (e XA AT E 
„„ Asce mari, cilindrice sau noduroase; ascospori în formă de ac, 1—2 per ască, 
„_. eliberaţi sau neeliberaţi,- . b e | A: 
Fermentatie +/—; nitrat —; urează —; DBB —. 
Coenzimă Q-9 i 4d 
Nematospora: | m "m 1 
„„ Celule care inmuguresc, miceliu adevărat: deg, June 28 LC unu de 
Asce mari, cilindrice; ascospori eliberaţi, in formă de. fus cu apendice, 8 Dor 
MEC CU mo zu: d my: 2 
"Fermentatie +; nitrat —; urează —; -DBB —,. 
Coenzima Q-6. `. vw SA S 


.. * Datele asupra structurii Co—Q citate în tabelele 5, 6 si 7 provin de la Yamada 
si colab. (Yamada si Kondo, 1972; Yamada si colab. 1973, 1976, 1977, 1980; Yamada 
si Banno, 1984). 

** Genuri de drojdii.cu tulpini „killer“ (Young, 1987). 


Dintre criteriile pentru subdivizarea familiei Saccharomycetaceae in 
patru subfamilii, înmugurirea bipolară reuneşte în 'Nadsonioideae' genuri 
şi specii” care 'diferă marcat prin modul de formare a.ascei şi în ceea ce 
priveşte forma. ascosporilor.. Avînd în vedere acest lucru, valoarea înmu- 
guririi bipolare pentru distingerea taxonilor: la nivel. de subfamilii poate fi 
chestionabilă. În plus, înmugurirea de la același situs, cum este:cazul în- 
muguririi bipolare, nu este limitată la Nadsonioideae ci se găseşte de ase- 
menea, de exemplu, la Arthroascus "javanensis şi Ambrosiozyma. ci- 
catricosa. e " Ne 


1.24.2. DROJDII BASIDIOSPOROGENE 

„Aceste drojdii sînt reprezentate de o fază haploidà din ciclul, de viață 
al majorităţii basidiomicetelor: heterotalice; ele își au originea; de exem- 
plu, din basidiospori germinati: Drojdiile sint. clasificate în: trei grupe, 
(I) drojdii care formează teliospor, (II) Filobasidiaceae cu, o. fazá de droj- 
die si (III) gehul Sterigmatosporidium, (tabelul. 6) descris ca. gen. nou 
de Kraepelin si Schulze (1982). Primele două grupe au trăsături unice-care 
fac dificilă indicarea locului lor in Basidiomycotina. Fell (1984) a clasifi- 
cat drojdiile care formează teliospor în ordinul Ustilaginales, dar nu a in- 
dicat.o familie; Kwon-Chung (1984). acceptà fam. Filobasidiaceae pentru 
genurile Filobasidium si Filobasidiella. Jülich (1981).clasificá grupul Filo- 
basidiaceae intr-un ordin nou Filobasidiales. Genul nou Sterigmatospori- 
dium nu a fost clasificat încă într-un taxon superior. | Geif, 
“Pentru majoritatea drojdiilor basidiomicete “ciclul de viaţă complet 
este încă necunoscut. Totuși, este posibil să recunoaștem aceste drojdii ca 
basidiomicete: după anumite, caracteristici. Două dintre. cele mai. impor- 
tante sînt: ultrastructura peretelui celular. și a formării, mugurelui; com- 
portarea nucleului în cursul. mitozei (McCully si Robinow, 1972 a). Alte 
trăsături ale drojdiilor basidiomicete nu sint prezente uniform sau 
cle apar de asemenea la cîteva drojdii ascomicete; exemple sînt formarea 
balistosporului, pigmenţi carotenoizi, conţinut GC. ridicat, producere de 


Ki 


& ; 

deoxiribonucleazá si urează, prezența a-glucanului în peretele celular. O 

reacţie de culoare cu Diazonium blue B a culturii dezvoltate in condiţii 

speciale este dată de drojdiile basidiomicete, dar nu de drojdiil&-ascomi- 
cete, cu o singură, excepţie. | m 

| Tabelul 6 

Caracteristicile genurilor de drojdii basidiosporogene, bac: 


d d : 3 d FERETE AA 


Drojdii care formează teliospor.. 


Leucosporidium EN : iri dE 
Celule care inmuguresc, miceliu adevărat cu şi fără cîrlige, TR 
Culturi hialine. Basidiospori absenti. . a 


Teliospori, metabasidii cu basidiospori. ` se 
Fermentatie 4-/—; amidon +; nitrat +; urează +; DBB +. 
~: Psihrofile. . A, Aë en ni luă ad ebd 
:Qoenzima Q-8, Q-9si Q-10 .-- 
Rhodosporidium i pu v P. 

Celule care inmuguresc, miceliu adevárat cu si fárá cirlige. 

Culturi galbene, portocalii sau roşii datorită pigmentilor carotenoizi. Basidio- 
"spori: absenţi. 1T i BOTA Uo SATI ! , 

Teliospori, :inetabasidii cu „başidiospori „Majoritatea speciilor sint 'heterotalice. 

fermentație —; myo-inositol 4+/—; urează ec DBB +; producere de ami- 
"dO dc: Ve ate Maggie > We m gsm o ost Jn 

Coenzima Q-8, Q-9 si Q-10.. 

'Stări sexuate de Rhodotorula si.Cryptococcus sp. . 

Sporidiobolus: LG Dy RN 5060622 

Celule care inmuguresc, miceliu adevărat, cu cirlige. Culturi roz: sau roşii dato-. 
. rità pigmen(tilor carotenoizi. Basidiospori. | 

Teliospori, metabasidii cu basidiospori. ^. | 

Fermentatie —; nitrat 4+/—; urează +; DBB +. | 

Coenzima. Q-10. 

Stări sexuate de Sporobolomyces sp. 


Filobasidiaceae 
Filobasidiella seh . Lion. be 
‘Celule care inmugurese, obişnuit cu capsulă polizaharidică, -miceliu “adevărat 
cu cirlige; Culturi! hialine.: Basidiospori în 4 lanţuri: pe virful basidiei, for- 
T mati după. împerecherea tulpinilor compatibile. 
, Fermentatie + /—;, nitrat, —; inositol ti DBB. +... j i 
‘Coenzima Q-10. p | y = p: 
Stare sexuată de Cryptococcus neformans 
Filobasidium ^ >. X i | i a ia 
„Celule care înmuguresc, miceliu adevărat cu cîrlige, hife:septate. cu. dolipor. 
Culturi hialine se LL ga ; TEES T ilte 
` Basidiospori,sesili in spirală la vîrful basidiei care este puţin umflat. 


f 


- "Fermentatie 4-/—; nitrat —; inositol +; DBB +. 
Coenzima Q-9' și Q-10! j TENT 1 
Neclasificat: 


Sterigmatosporidium. . i ua i um su 
Celule care înmuguresc, formate pe sterigme si separate la capătul. distal al 
. ,. pedunculului. Poate fi format pseudomiceliu.: EECH Ae 
` Miceliu adevărat cu cirlige. Culturi hialine. Basidiospori absenti. ` DO 
"Pe miceliu se formează! două tipuri de chlamidospori, rotunzi” si ovalari, alun- 
| giti pînă la cilindrici. Aceştia din urmă- germineazá şi. se formează “spori 


aji haploizi terminal prin inmugurire. ți II 
„„ Fermentatie —, nitrat —; urează. +4, DBB ti. yt. ss la 
Stări sexuate de Sterigmatomyces. |... un ^ 
'Coenzima Q-10. . +, ^ à 
1 yy TE L i on 3 4 


KSE 


Pe lingă basidiomicetele celor trei grupuri menţionate anterior există 
drojdiile-basidiomicete-care reprezintă stadiul haploid de la Tremellaceae 
și Sirobasidiaceae din Tremellales. Celulele compatibile ale drojdiilor din 
aceste.familii.pot conjuga: si: produc. un-miceliu- dicariotic pe care: se. dez- 
voltă un basidiocarp, basidii. si basidiospori (Bandoni, 1984). «Rodrigues 
de Miranda si Bandoni (1984) au descris.stadiul de drojdie la 8'specii de 
Tremella, 1a, Holtermanuia; carniformis, Sirobasidium magnunu si Fibulo- 
basidiunv încospicuum,.toate:izolate din. basidiospori,de R. J. Bandoni. Tul- 


pinile de Sirobăsidium magnum și Fibulobasidium incospicuum produc 
balistospori si descrierea lor este în acord cu diagnoza genului Bullera. 
Speciile inositol-pozitive de Tremella se aseamănă cu Cryptococcus; iâr 
speciile inositól-négative^cü' Candida: "Tulpina de Holt. carniformis este 
inositol-pozitivă $i din acest punct de vedere se aseamănă cu Cryptococ- 
cus sp. Deşi:miceliul adevărat; și pseudomiceliul sînt obișnuit absente, pot 


fi formate puţine hife septate. (A W d i 


ri 
Baié f E 


ri 5101.24.30 DROJDII IMPERFECTE ` un 

| Acest grup include drojdii care nu formează ascospori sau basi- 
diospori (tabelul, 7).: Sporularea „poate. lipsi, de exemplu, deoarece, condi- 
tiile adecvate producerii procesului sînt necunoscute sau deoarece: drojdia 


i i Fabelul 7 


Caracteristicile genurilor de drojdii imperfecte 


Sporobolomycetaceae 


ere (| DI? 
` i 


Bullera ee 

Celule care inmuguresc; se. poate. forma miceliu adevărat. Culturi „crem, pînă 

la galben. UL a, i D^ LE 
';Basidiospori alternativ. simetriei, - "2 

Fermentatié —; nitrat --/—; urează +; DBB +. 

Sporobolomyces TET j 
„Celule cáre înriuguresc, miceliu “adevărat. Culturi roșii 'sâu' roz datorită! pig- 
mentilor carotenoizi. .  . x nel DD UE 

. Balistospori bilateral simetrici, ; ntr 

“Fermentaţie —; nitrat At urează + ;:DBB br Jug " 

Coenzima Q-10. Su Ei z : 

Stare asexuatá do Sporidiobolus: sp: : TEE: a 
Cryptococcaceae H ; 
Aciculoconidium. ` 7 | | Ze Pe 1. ; 

Celule care înmuguresc, miceliu adevărat si artrospori, blastospori terminali în 

»idormibgleraevacthigen nis — vum 

Fermentatie +; nitrat —; urează —; DBB — 

Brettanomycess: ; — o at nequ! gambas! ome peto 
Celule care; înmuguresc,;se.poate forma miceliu adevărat, neseptat..-..... | 
. Fermentaţie +. nitrat 4+/—; producere. de. acid „acetie în condiţii .de..aerobiozà 


ett 


. din D-glucoză; urează —; DBB —. 
. Viaţă'scurtă pe malt-agar; cresc încet. ` 
- Coenzima Q-9. GEET. béie 
Forma asexuată de Dekkera sp. 


da ^ 


Tabelul 7. (continuare) 


Candida TU | | C "qo 
Celule care inmuguresc, poate: fi format pseudomiceliu si miceliu adevărat. 
; Fermentatie .-+/—; nitrat + /—; urează 4-/—; inositol :4+/—; tulpinile inositol 
" „pozitive formează pseudomiceliu, 
. Coenzima Q-6, Q-7, Q-8, Q-9 si Q-10.. 3. ANEN, A wë o n. 
Se preconizeazá restringerea acestui gen la drojdiile asexuate cu caracteristici de 
ascoinicete, cum ar fi perete celular dublu stratificat, DBB — si urează —, 
drojdiile: asexuate cu caracteristici de basidiomicete: vor fi incluse în genu- 
„rile, Cryptococcus; si Rhodotorula. | 
Cryptococcus: 


Celule care inmuguresc, adesea capsulate.. Nu formează. pseudomiceliu sau mi- 
` . celiu' adevărat. Culturi hialine sau roșii datorită pigmentilor carotenoizi; ade- 
"sea cultüri brune sau. negre. Worf, 
.Férmentatie —; ‘inositol +; nitrat 4/— urează + (obișnuit); DBB +. 
Coenzima Q-8, Q-9 şi Q-10 f 


Y 


Eeniella. .... ` 
Celule care inmuguresc, bipolar sau pe o-bază largă; uneori pseudohife. 
Fermentatie +; nitrat: —; producere de: ucid acetic; urează —; DBB —. 
Viaţă scurtă pe mal-agar; cresc foarte încet. e 
Coenzima Q-9 ai 
Fellomyces: é | 
"Celule care ` inmuguüresc, formate pe sterigme și separate 'la''capătul distal al 
E peduriculului, poate.fi format: miceliu adevărat, ' | 
Culturi hialine sau în nuanţe de portocaliu datorită pigmentilor carotenoizi. Nu 
„formează balistospori. . 
'Fermentatie —; nitrat +/—; inositol 4-/—; DBB +. 
Coenzima Q-10 . ir Wh 
Kloeckera ` ' : j | 
Celule in formă de lámiie sau ovale, care înmuguresc bipolar pe o bază largă, 
rareori pseudohife. db 
- Fermentaţie +; nitrat —; urează —; DBB —. 
Coenzima Q-6. 
Forme asexuate de Hanseniaspora si Wickerham a 


1 


Malassezia , | rit us Fr "7 kr ; 
Celule care înmugurese, monopolar pe o bază. largă, poate să apară miceliu 
adevărat. | | ÉL et, îs: 


Fermentatie —; urează +; DBB +. ; i 
Pe pielea oamenilor si animalelor Cu. singe cald. Nu se dezvoltă pe medii, test . 
. standard. ' 
Oosporidium - i 
Celule care inmuguresc pe o bază largă, miceliu adevărat. Culturi: roz: sau Dot: 
^ ;tocaliu-galbene, datorită pigmentilor necarotenoizi 3 
Fermentatie —; nitrat +; urează —; DBB =: > 
Nu se dezvoltă pe medii test standard "vl 
Phaffia | Dn Te Zb s - 
Celule care. înmuguresc,, chlamidospori, uneori, pseudohife. Culturi portocalii 
'sau roşii datorită pigmentilor carotenoizi. e ^ 
Fermentatie +; nitrat —; urează -r; inositol —; DBB +; produce amidon. 
Rhodotorula | . ^. wc hätte TIR i : eeng 
Celule care înmuguresc, adesea capsulate; poate să apară miceliu “adevărat. 
"Culturi roşii sau galbene datorită pigmentilor carotenoizi. 
Fermentaţie —; inositol —; nitraț:-4+/—; urează +; DBB +; amidon —.. 
Coenzima Q-9 si Q-10. ^ cue" , > inimi, 
Schizoblastosporion ^ | . ` | 
Celule care inmuguresc, bipolar pe o bază largă. 
Fermentàtie,—; nitrat —; urează —; DBB — 


42 


Tabelul 7 (continuare) ` 
Sterigmatomyces ` 1.919 D : à 
“Celule. care inmugurese, formate: pe sterigme si separate la un sept în regiunea 
mediană. a: pedunculului; poate fi format miceliu adevărat. Culturi hialine. 
. ,Nu formează balistospori, ` — ^ vu 3 i y axi 
Fermentatie —; inositol —; nitrat --/—' urează +: DBB 4. à 
Coenzima Q-9. T P. zii 
Forma:asexuatá, de Stergmatosporidium 
Sympodiomyces i LE j wg Ro $ ou 
Celule care înmuguresc, dintr-un: conidiofor; ‘miceliu adevărat., 
Fermentaţie —; nitrat —; urează —; DBB— 


RTT 


Trichosporon ` "nen A) (e ist ) 
Celule icare inmuguresc, miceliu adevărat si dürtrospori;; 010 iti uri. 
Fermentaţie 4:/—; nitrat 4/—; inositol 4+/—; urează 4; DBB d, pi lir 
Trigonopsis OCp o j XR 


Celule, care inmuguresc, ovalare. sau triunghiulare. . 


e > t CH p 5^ 
Fermentatie. —; nitrat.—; urează —; DBB, — 


j E TUODA i! woi ars 
"TE bim sii t M 


i j i 3 1 £5) GR e e cică 
este `" heterotalică si “Haploidă, iar tipul opus de împerechere! 'nu a. 
fost. încă” descoperit: “Mai multe-'specii de: drojdii imperfecte sint "foarte - 
asemănătoare speciilor perfecte şi diferă” de acestea numai prin capacita: | 
tea dea forma spori. sexuati.- Speciile care sporulează' sint indicate::ca 
stare:perfectă (teleomortă) a. speciilor nesporülate si “acestea “Gin urmă ca 
stare imperfectă (anamorfà) a celei Sporulațe)s tii (0L) enbIanTL „ati 
Majoritatea: genurilor” imperfecte” sînt. fie 'ascomicete, :fie :Dusidioimi- 
cete; în cîteva; sînt” clasificate atit specii 'ascoticete cit gi 'básidiomicete. 
Diferentierca:genericá a: drojdiilor imperfecte. se-bazeazü:pe cáracteristici 
morfologice: si pe puţine c 'acteristici fiziologice, cum. or P. producerea 


Li Vt 


de acid.si:asimilarea inositolului. +... DL on iu 9 2 Sl seis 
"Drojdiile- imperfecte sînt clasificate” în: două familii: “Sporobolomyce= ` 


| b solefuies nj 
taceae: si Cryptococeaceae, care. se disting: prin formarea; bálistosporilor Ja 
Prima.. Această clasificare este „deficitară. De exemplu, speciile: celor: două 
genuri de Sporobolomycetacede! pot fi: înrudite cu fungi perfecţi: total di- 
feriti: speciile de Sporobolomyees cu specia: Sporidiobolus! formatoare ide 
teliospori si speciile de Bullera' cu anumite Sirobasidiaceae- din 'Tremel- ` 
lales. Fam. Cryptococcaceae este foarte .heterogenă si include toate cele- . 
lalte: drojdii imperfecte; atit ascomicete: cît şi basidiomicete. Deşi: este în 
prezent posibil. să recunoaștem drojdiile! imperfecte: ca. ascomicete 'sau iba- 
sidiomicete şi să: stabilim prin teste: de omologie ADN relaţia dintre droj- 
diile; imperfecte si perfecte; clasificarea. drojdiilor imperfecte. intr-un'sis- 
Lem comparabil cu al genurilor perfecte este: încă dificilă sau imposibilă, 
datorită numărului foarte: mic, de date. Încercările de reclasificări pot.con- | 
duce de aceea la modificări provizorii, cu „dezavantajele modificărilor-tem- 
poraré ale numelor. : UN ! z TE 
“În tabelul 2 sint ;prezentate succint caracteristicile celor opt: genuri 
ascomicete (Kloeckera, Eeniella, . Schiziblastosporion, Trigonopsis, Sympo- 
diomiyces, Oosporidium, Aciculoconidium, Brettanomyces); opt genuri: basi- 
diomicete *(Bullera:si Sporobolomices, Cryptococcus, :Sterigmatomyces, 
Fellomijces, Malassezia, Rhodotorula si Phaffia) și două genuri imperfecte 
hi Row „atit specii ascomicete cit si basidiomicete (Trichosporon și | 
'andida). E coc, Së rr 9 5 


P 


43, 


h 1244. ALTI FUNGI 


prin inmugurire ca drojdiile cu.colonii roz de tipul speciilor de :Rhodoto- 
rula si Cryptococcus. Dezvoltarea lor este: obșnuit înceată“ şi. speciile de 
Taphrina diferă, de speciile de Cryptococcus prin absenţa asimilării inosi- 
tolului si de speciile de Rhodotorula prin producerea compuşilor asemănă- 
tori amidonului (Lodder, 1970). 2a pmi "T 
Una dintre drojdiile „negre“, Aureobasidium pullulans, formează. co- 
lonii mucoase, hialine sau roz deschis, de celule de drojdii înconjurate de 
hife adevărate. submerse. Pe medii adecvate coloniile“ pot deveni de cu- 
loare verde închis si neagră, prin producerea de chlamidospori şi hife cu 
pereţi ingrosati. Genul Aureobasidium este ascomicet. Drojdiile negre au 
fost descrise de Ellis (1971) şi Hermanides-Nijhof (1977). . - 
|] Haskins. si . Spencer (1967) au.descris un organism inclus într-un nou 
gen Trichosporonoides ca. Trichosporonoides.oedocephalis. . Aceastá specie 
este asemănătoare: cu Trichosporon. prin producerea de celule care înmugu- 
.resc, şi de ‘hife ;adevărate. cu: artrospori, dar formează :conidiospori la ca- 
pătul umflat: al. „sporoforilor -aseptaţi. Conidiile au un perete brun în- 
„chis. Haskins: (1975) demonstrează prezenţa unui dolipor in septele. hifale. 
Specia: fermenteazá; glucoza, galactoza, zaharoza si. maltoza şi asimilează 
"nitratul şi: eritritolul..A fost izolată dintr-un fagure de: miere. ` 
Speciile genului ascomicet Endomyces și starea sa imperfectă Geotri- 
chum. sînt caracterizate prin formarea de hife adevărate si artrospori şi 
absenţa celulelor de drojdii care înmuguresc. Specia tip; Endomyces deci- 
piens, à fost- descrisă: de de: Barry in 1859, Tulasne si Tulasne in .1865 şi 
Brefeldt în 1891 fiind denumită de Reess în 1870. A-fost observată pe:o ciu- 
percă de miere, Armillaria mellea. Redhead ei Malloch (1977) au sugerat 
că descrierea originară corespundea la două organisme diferite: unul, izo- 
Jat în. cultură pură, formînd artrospori dar nu ascospori şi, celălalt, rieizo- - 
lat, fără artrospori, dar formînd 'ascospori in formă de pălărie. 'Observa- 
tiile asupra: acestuia. din urmă provin din: material uscat. N. JW. Kre- 
ger-van Rij a observat asce la ciuperca formatoare de artrospori, dar nu- 
mái pe lamelele de Armillaria mellen $i nu, încă, în cultură. Ascele:erau for- 
mate după gametangiogamie $i ascosporii aveau un perete-foarte gros se- 
mănînd cu sporii altor specii de Endomyces. Această observație: confirmă 
supoziţia existenţei a două specii. diferite. Malloch și Redhead au identi- 
ficat ciuperea avind spori in formă de pălărie ca Endomyces decipiens “şi 
aucreclasificat cealaltă specie de Endommqces'in trei genuri diferite: Zen- 
dera, Galactozyma si Magnusiomyces. Von Arx (1977) a acceptat decizia lor 
în op priveşte Endomyces : decipiens ai a reclasificat cealaltă specie de 
Endomyces în genul Dipodascus. El a modificat de asemenea numele anu- 
mitor specii de Saccharomycopsis' în Endomyces, deoărece le-a considerat 
apartinind aceluiași. gen de-Eridomajces: decipiens. Schimbarea numelui 
„poate: fi împiedicată: dacă ciuperca formatoare de artrospori ar fi indicată 
ca Endomyces decipiens.. O descriere completă: a ciupercii cu 'spori în 
formă de-pălărie este posibilă numai după izolare. - i 
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Specia Op a genului: Geotr ichum este Geotrichum,, candidum... Butler 
si Petersen (1970, 1972). au descoperit forma ei perfectă care a fost numită 
Endomyces. g geotrichum. Mai multe alte specii. de Endomqyces sau: Dipodas- 
cus: pot avea forma lor imperfectá in. Geotrichum. Unele specii: SCHT 
gene de Trichosporon pot D strîns înrudite:cu- specii, de- Geotr ichum.: 


1.2.5. NOMENCLATURĂ 


Potrivit normelor : Codului Internaţional de: e, TN Bo- 
tanicá: tulpinile de drojdii;sint grupate in specii, speciile ín. „genuri 
iar genurile în familii: Familiile sînt asamblate î în ordine, ordinele în clase 
și “clasele în diviziuni. Taxonii superiori: sînt desemnați prin. sufixe: stan- 
dard, ca -aceae pentru familii și -alesi pentru ordine... De. exemplu, genul 
Saccharomyces Hate familiei Saccharomycetaceae: gin ordinul: Endo- 
mycetaleş. ( 


Fiecare drojdie: diti denumită, după pitt Dih arhirial àl lai Linné, 
prin două cuvinte latinizate care caracterizează foarte sintetic. organismul. 
Primul cuvînt, care. indică genul, este un substantiv la singular de origine ` 
latină, greacă sau oricare alta, dar latinizat. EL: desemnează anumite:trá- 
sáturi morfologice (Trigonopsis--celule: triunghiulare;  Aciculoconidium= 
conidii aciculare), uneori asociate cu habitatul natural: (Saccharomyces — 
ciupercă «din medii :zaharate) sau derivat. din numele unor/oameni de. 
știință . (Hansenulas-Hansen; |: Metschnikowia— Metschnikow, ` Wickerha- 
mia-:Wickerham). Numele. genului: se scrie cu iniţială majusculă. sb poate 
fi prescurtat. Cel de-al doilea cuvînt — epitetul specific — este, in: gene- 
ral, descriptiv pentru substantivul care reprezintă į genul și sei referă la 
culoare, sursă, activitatea produsă, descoperitor sau orice alt element dis- 
tinctiv, El; poate fi după caz: 1) un adjectiv-acordat în gen cu numele. ge: 
neric (Candida albicans, Trichosporon. condensatum); 2). un substantiv in 
apozitie- (Brettanomyces lambicus);, '3) un, substantiv la: genitiv. (Saccharo- 
myces cerevisiae); 4),un nume .propriu, la cazul genitiv, (Candida quillier- 
mondii), 5) un substantiv, la: genitivul posesiv: (Saccharomyces lactis). Epi- 
tetul specific, se. scrie întotdeauna, cu inițială mică si nu se prescurtează. 
Într-o publicaţie ştiinţifică de profil prima menționare. a oricărei drojdii 
trebuie să dea numele ei in întregime, specificind autoritatea . acceptată. pen- 
tru acel nume. De exemplu, scriind, »Zygosaccharoma yces fermentati Saito“ 
reiese clar că aceasta este drojdia descrisă; de Saito în 1923 şi nu una cu 
același, nume descrisă, de Naganishi în 1928. Formularea: „Saccharomyces 
fermentati (Saito) Lodder & "Kreger van Rij“. semnifică faptul că această 
specie a fost pentru prima dată descrisă de Saito în 1923 la alt gen şi mai 
tirziu transferată. la Saccharomyces de Lodder si Kreger van Rij (1952). 
Scrierea. corectă ` de tipul »Zuygosaccharom; yces florentinus Castelli ex 
Kudrjanzev& corespunde interpretării după care numele acestei specii a 
fost dat de Castelli, în 1938; el.nu a fost validat, pină în 1960 cînd Kudriav- 
tev. i-a dat o descriere î în limba latină. 

Cerinţele pentru publicarea numelui unui nou taxon ca şi pentru sta- 
bilirea numelui corect cînd se. face o modificare sînt de asemenea impuse 
de Codul International de Nomenclatură Botanică.. În taxonomia drojdiilor 
se respectă acest cod, exceptînd articolul care, prevede. ca tipul, (în sensul 
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de „model originar“, de la cuvîntul grecesc tipos) numelui să fie un spe- 
cimeni uscat de herbar. În cadrul unui gen dat, speciile de drojdii se dis- 
ting între ele in special prin: caracteristici fiziologice, astfel încît! materia- 
lul tip care nu permite examinarea unor asemenea caracteristici este fără. 


utilitate. În consecință- prevederea menţionată! anterior nu poate fi apli- 
cată, sistematicienii care lucrează cu drojdii recunoscînd tulpinile tip (spe- 
cimen tip practicabil). Ignorarea acestei prevederi, ca si alte motive ma- 
jore derivate în primul rînd din considerarea drojdiilor ca microorganisme 
eucariote st nu plante, impune după părerea unui număr tot mai mare de 
specialisti în taxonomia drojdiilor schimbarea codului prin adoptarea unui 
God adecvat, independent, așa cum există pentru alte microorganisme. ` ! 
‘Conform! Codului International căruia i se supune: deocamdată. no- 
mienclaturà drojdiilor; pentru orice taxon publicat după l/ianuarie 1935 
trebuie dată; o descriere! în limba, latină. Dacă această dscriere: este 'omisă, 
numele este nomen nudum; dar.acesta poate fi validat. prin. publicarea. 
la o dată ulterioară a unei descrieri latine. Publicarea numelor: de la 
1 ianuarie 11958 trebuie să indice tipul, “Tipul unei' specii este o tulpină şi 
tipul unui gen este o specie. Există patru categorii: importante de tip: 
(1):Holotipul unei: specii de drojdii este tulpina pe care autorul numelui 
acelei: specii a utilizat-o.sau desemnat-o. ca. tip; (II) cind.autorul desem- 


nează mai mult decit:un.tip, acestea-sint: numite. sintipuri; (III): tulpina 


selectatá-ulteriór ca tip nomenclatural dintre sintipuri este un: lectotip; 
(IV) un: neotip este 'tulpina aleasă ca. tip -nomenclatural. cînd lipsesc.holo- . 
tipul, lectotipul si: sintipurile. Un tip valabil nu poate fi schimbat, Cup: 
'ceptia unui neotip care: poate fi-modificat numai în cazul in care. este 
găsit; holotipul.— tute Liette -— Mr seliob | 90) viran P 

Tipul este important pentru stabilirea numelui corect atunci cînd,:de 
exemplu, 'sînt unite două sau mai multe specii sau o specie este. subim- 
pártità; Numele: care trebuie sá fie utilizat după aceea este cel prima dată 
valabil publicat. Data publicării, luată în consideraţie este cea la care toate 
cerințele publicării valabile au fost întrunite-pentru prima dată.) "nt 

“Pentru a 'concretiza regulile ` menţionate anterior utilizăm două. 
exemple: Candida hydrocarbofumarica (Yamada și colab., 1970) a'rámas 
homen nudum şi deci nevalidă, pînă cînd Ramirez în 1974 a publicat òde- . 
scriere latină; astfel data recunoscută pentru această specie este 1974'5i . 
pu '1970.'Meyer a reunit într-o singură specie Candida ravautii, Candida. 
brumptii si Candida catenulata. Desi primele: două specii au fost descrise 
de Langeron şi Guerra în 1935, întrucît niciuna nu a 'avut o'descriere là- 
tină, Candida catenulata, publicată mai tirziu: cu o descriere valabilă dată. 
de Diddens şi Lodder în 1942, are prioritate si este numele corect al 
speciei.. E 
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Codul, International recomandă particularizarea tipului după. cuvin- 
tele typus sau holotypus: la sfîrşitul descrierii latine. De asemenea in mod 
obisnuit.este dată. sursa şi numărul tulpinii din fiecare colecţie în care este 
depozitată. Majoritatea. tulpinilor de drojdii sînt specificate printr-un nu- . 
măr. De exemplu, două tulpini de Saccharomyces cerevisiae sînt notate 


CBS (Centraalbureau' voor Shimmelcultures) 1172 si CBS 1234. Desi nu-. 


i r . pe 


1hele drojdiilor sint adesea modificate, aceste numere nu se schimbă, ca- 
racteristicile májoritátii tulpinilor ráminind reniarcábil constante pe par- 
cursul multor ani de cultivare.- RAKI 
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Există; denumiri care, deși valabil publicate, nu sînt în- acord cu: Regu- 
. lile de Nomenclatură si astfel sint. considerate nelegitime. Ele includ omo- 
nime, care sint identice cu. numele legitime anterior. bazate pe tipuri di- 
ferite si: tautonime, in care epitetul specific repetă numele: generic. Un 
exemplu de tautonim. Al.constituie Torulopsis candida în momentul: trans+ 
ferului la genul: Candida. Deoarece Candida;candida este o denumire, nele- 
gitimă, specia a fost denumită, Candida famata — — al doilea nume pe linia 
prioritátii.. Candida famata reprezintă: o: nouă combinaţie (nova combina- 
tio). Astfel. în: situaţii în care prin: transferul unei drojdii la alt: gen :se;ob- 
Un combinaţii. noi, denumirii: specifice -i se adaugă in final -prescurtarea 
nov. comb. De exemplu Sterigmatomyces acheniorum Buhagiar et Barnett 
a. fost transferat de Rodrigues de Miranda (1975) în genul. Rhodotorula, 
numele „specific definitivat, fiind. Rhodotorula acheniorum (Buhagiar et 
Barnett). Rodrigues. de Miranda nov. comb. 


O denumire de uz, curent se poate schimba. din drin aible motive: 
—: numele afost introdus în locul altuia care avea prioritate. Desi Codul 
este. relativ modern, prevederile sale sînt. retroactive, astfel incit ulterior 
există posibilitatea permanentă ca unii cercetători să ignore regulile sale 
iar alţii să le interpreteze greşit; — unele denumiri au fost. greşit aplicate 
deoarece tipurile nu au fost stabilite corect; —:cazurile în care sînt de- 
scrişi taxoni care deja au o denumire cor espunzătoare recunoscută si cá- 
reia i se dă preferinţă in momentul constatării. | 


Denumirea Torula care a fost odată utilizată ca nume generic pen- 
tru drojdiile cunoscute în mod curent sub denumirea ‘Candida 'gropengies- 
Seri reprezintă o ilustrare demonstrativă a schimbărilor, intervenite ` din 
motive de nomenclatură. Turpin în 1838; a introdus:numele; Torula pentru 
drojdii, desi în; 1796 Persoon.: îl utilizase pentru mucegaiurile, negre. Ast- 
fel Torula Turpin, fiind un omonim al numelui Torula Persoon era nele- 
gitim..Sesizind această. eroare, Berlese a creat în 1895 genul Torulopsis 
pentru.a înlocui Torula, Turpin.: Publicația respectivă a fost mult timp ig- 
norată pînă cînd alţi autori (Ciferri, 1925. şi Ciferri 8 Redaelli, 1929) au 
atras atenţia asupra ei si au. îmbunătăţit diagnoza corespunzător inclu- 
derii de drojdii anascosporogene, fermentative sau nefermentative, nefila- 
.mentoase, cu celule rotunde: sau:ovalare. O.nouă îmbunătăţire a: fost adusá 
“de: Lodder in 1924 prin precizarea, excluderii tuturor drojdiilor pigmentate 
In rosa. Berlese în 1895 a desemnat, ca tip al genului Torulopsis: rosea, dar 
pentru că tulpina acestei: specii nu. a fost menţinută, nu mai există o-tul- 
pină tip pentru a da informaţii neechivoce- asupra identităţii speciei.; Lod- 
der si»Kreger-van: Rij (1952) au sugerat. conservarea numelui Torulopsis 
şi au desemnat ca nou tip al genului Torulopsis colliculosa Hartmann. 
Deoarece. însă, nu au fost. luate în consideraţie etapele formal necesare 
pentru. includerea lui Torulopsis în. nomina conservanda, Torulopsis nu a 
fost .pástrát. Deci, Torulopsis Lodder et Kreger-van Rij este un omonim 
nelegitim. pentru Torulopsis Berlese; in plus. a fost publicat fárá o descriere 
latină şi este astfel nevalabil. În rezumat, Torula Turpin. este un omonim 
nelegitim. pentru Torula Persoon; Torulopsis Berlese este nomen dubium 
deoarece, este. lipsit de o specie, tip identificabilă si Torulopsis Lodder et 
 Kreger-van Rij este, un omonim. nelegitim pentru: Torulopsis. Berlese; 


“Cu toate acestea, van Uden si. Vidal Leira, (Lodder,, 1970) au conti- 
nuat ai utilizeze numele de Torulopsis, admitind însă că el se distinge 
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de: Candida printr-un otto tit intergeneric total-inadecvat: capacitatea BE 
ciilor de Candida de a forma pseudohife. Din 1970 este discutată perspec- 
tiva unirii-tuturor speciilor de Candida et Torulopsis: intr-un singur gen 
(van-Uden.si Buckley, 1970); însă: cu rezerve impuse de: inevitabilele-con- 
fuzil şi proteste din partea: numărului crescînd: de cercetători din diferite 
domenii care’ utilizează 'drojdiile: acestui! grup. “Totuși; pentru. cá. speciile 
de: Torulopsis nu aveau statut legal, ‘Yarrow și Meyer (1978)-au propus 
trânsferul lor: în' genul“ Candida, imbunütàtind diagnoza -genului ''Can- 
dida prin includerea de. specii netilamentoase. Într-unul din cele mai re- 
cente: determinatoare pentru drojdii (Barnett si colab., 1983). ca si ám mo- 
 nografia/ lui Kreger-vân Rij» (1984) genul Torulopsis nu mai'apare. 


dn. literatura 'de' specialitate” cürentà apar cóntinuu relatári de specii 
nou descrise sau “modificări de nomenclatură î în cadrul clasificárilor ` üccep- 


erte anterior. Progresele realizate în cunoştinţele de taxonomie” pi apli- 


Gino) de clasificare 'astfel încât tr Shade urmàr itá curent. se perie de spe- 
cialitate in'care apar mereu inevitabile schimbări“ ale denumirilor de: "Se: 
nuri Si E p : 


Ger Du SÉ, E „OBIECTIVE Sp 
„ ABORDARI Lem a SI MOLECULARE 

În” clasifieürea drojdiilor “ca și în cea a bacteriilor au: eroii timp 
de multi: ani! decizii subiective şi intuitive. Încercările de introducere” a 
unui: grad mai mare! de obiectivitate in practica taxonomică a drojdiilor 
-au fost încurajate de progresele realizate în taxonomia numerică a bac- 
teriilor. Taxonomia numerică propune. o aranjare taxonomică bazată De 
cuantificarea 'similarităților şi 'diferentelor dintre “organisme, rezultind 
din studiul unui număr marë de caractere foarte: văriate, care permit o 
ilustrare cît mal reprezentativă a. fenotipului: Rezultatul este exprimat 
în coeficienți de similaritate; reprezentînd” pr 'ocentul din totalul caractere- 
lor téstate pe care tulpinile. 'studiate il au în':comun. Acordîndu-i fiecărui 
caracter” fenotipic studiat o pondere: egală, taxometria încearcă să elimine 
greșelile! subiective:ale taxonomiilor tradiţionale si exprimă distanțele din- 
tre organisme în funcţie: de numărul caracterelor pe care le'au in comun, 
în 'rüport: cu! niumătul total do caractere studiate. Similaritatea globală 
(afinitatea) este în funcție de proporția caracterelor comune și este tratată 


oa o dimensiune Lei fenetică, dili EE de orice speculație 
filogenetică.” 5919 


"m conceptia anaia numerice, ` tayonomia’, ideală, CH naturală, 
este aceea în care taxonii au un cit mai mare conţinut de informatie, res- 
pectiv sint bazati pe cit mai multe caractere posibil. De aceea' taxohomia 
numerică ar putea constitui prima etapă fundamentală a clasificării” micro- 
tiene, întrucît pentru a găsi similitudinile fündamentále intre specii” cu 
ajutorul tehnicilor. moleculare, pentru a putea fixa limitele genetice ale 
speciilor şi a le regrupa în alte ansambluri taxonomice (gen, familie), tre- 
béie din nou sá'reusesti să regrupezi. ceea ce este comparabil. 

Au fost realizate aprecieri, ale similaritátilor si diferențelor între nu- 
bebes -drojdij- prin: análiza. cantitativă a rezultatelor unui număr mare 
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de tește (Kocková-Kratochvilová, 19071. 1008: Poncet;..1967; 1970; Camp- 
bell, 1971, 1974). Rezultatele aplicării metodelor numerice 4n taxonomiia 
drojdiilor sugerează reducerea numărului de specii pentru anumite ge- 
nuri (de exemplu, Hansenula, Pichia; Saccharomyces); sinonimia: unor: ge- 
nuri (de exemplu, Debaryomyces' si: Pichia) sau apartenenţa la genul care 
se reproduce sexuat a unei drojdii cunoscută anterior ca formă imperfectă 
[de exemplu, Candida robusta-la Saccharomyces cerevisiae; C. pseudo- 
tropicalis la S. fragilis; C. mycoderma (nov. C. vallida) la Pichia mem- 
branoefaciens]. În țara- noastră;-aplicarea-pentru prima dată a metodei nu- 
merice unui grup; de" 67 tulpini de drojdii apartinind genului Candida si 
anumitor genuri înrudite, la care au fost analizate 134 caractere (Herlea, 
1972, 1974), a condus la rezultate exprimate în matrice de similaritate si 
dendrograme (fig. 5), a căror interpretare-a- confirmat printre altele na- 
tura artificială a separării genurilor Candida si Torulopsis care in pre- 
zent Sint reunite (Barnett și colab., 1983; Kreger-van Rij, 1987). 

Alt tip de clasificare „obiectivă“ aplicat grupului drojdiilor se ba- 
zează pe tehnici. moleculare -de-analiză..a- acizilor. nucleici şi a altor ma- 
cromolecule-ca-indicátori ai înrudirii. Datele genetice: compoziţia în baze 
a ADN, complementaritatea secventelor ADN (înrudirea ADN), oferă in- 
formaţii importante asupra organizării substratului ereditar și modifică- 
rilor care stau la baza evoluţiei. - IT 3 

Determinarea, compoziției în baze a ADN este considerată ca o sursă 
importantă de date semnificative -la nivel de specie. Compoziţia în baze 
a ADN nuclear sau mitocondrial este exprimată ca procent molar de 
guanină plus 'citozină (G+C) şi poate fi determinată prin mai multe me- 
tode; Analiza ADN prin metode fizico-chimice a arătat că pentru fiecare 
organism compoziţia în 'baze este constantă si caracteristică, variind în 
natură, între 25 si 79% (Zarnea, 1984).-- | 

. Utilizarea valorilor G+C in taxonomia drojdiilor implică anumite re- 
zerve întrucît aproximativ 600.specii.de drojdii-au un conţinut G+C de 
~20—70 mols astfel încit este inevitabilă siiprapunerea între specii ne- 
înrudite. De exemplu, Debaryomyces hanseni şi Debaryomyces marama au 
un conţinut GXC de 39,0 şi. respectiv-39,1-molo»/;, însă numai '8,40/9.comple- 
mentaritate a secventei de baze (Price şi colab., 1978). În consecinţă, deoa- 
rece conţinutul similar G+C'nu înseamnă în mod: necesar secvenţă de 
baze similare în molecula ADN (omologia-ADN) şi deci apartenenţa tulpi- 
nilor la aceeaşi specie, se pune întrebarea cit de diferite trebuie să fie 
valorile G+C pentru A stabili categoric că două tulpini reprezintă specii 
diferite. . | RU A T denis - : | | 

Ca regulă generală, de-asemenea, o divergenţă-substanţială între două 
organisme sub raportul: compoziţiei lor în -baze reflectă un: număr mare 
de diferente individuale între secvențele specifice-de- baze-ale moleculelor 
respective de ADN şi exclude posibilitatea unor legături evolutive între ele 
(Adelberg, 1974); Determinarea compoziţiei în baze este utilizată pentru 
caracterizarea si aranjarea sistematică-a -unei-specii noi, necunoscute, dar 
este puţin importantă ca. instrument de identificare rapidă. 

“Stabilirea valorii G+C după care două tulpini: să poată fi încadrate 
în specii diferite este dependentă într-o oarecare măsură de metoda utili- 
zată pentru determinarea compoziţiei. în baze. Se apreciază astfel că tulpi- 
nile care diferă prin conţinut G--C de peste 1,0—1,59/, determinat prin 
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` iehnica densităţii de: plutire” („buoyant density“). (Kurtzmann st. colab., 
1980) sau 2 02 De, determinat: prin denaturarea: termică (Meyer: gi to- 
- lab., 1978), pot aparține unor specii diferite. 


Valorile G+C reprezentative. menţionate în tabelul 8. 8 ilustrează şi po- 


sibilitatea: diferentierii claselor ai genurilor. de drojdii după. acest. crite- 
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x t E IER -— — 2 C robusta 


i 1 ^17 Wivele de simuaritate ; "NOS /|Tulpini^ i '  Fenoni' 
6261 50 LL No CD lt un y MNT 
oz Case —— E—9 — E. 


- 67 T mognoliae ir 
55 T. globrata (1): 
11S. cerevisiae (OO) 
: 62 T coiliculosc (608) 
— 56 C arborea [1257 B}: 
17, C. porapsilosis {1} 
.55 C arborea (12574) - 
DD ^E - 4 ! Crobusta (C122] 
: 3 C.robusta (C 121) 
— 6 C.albicans 1628] 
: EC ——— 63 T famata (C 120) ` 
We = : : 8 C tropicalis (H433) > 
: : = = BZ C. orboreo [CRO] = iren 
= eme 58 Carborea(C 82) y 
E -— e 31 C.sontamarice (1060) 
32 C scntamari2e var membronaefaciens (271) 
= 19 C obtusa var oregonensis TEM. i 
16 C.parapstiosis (213]: 
- 54 T utilis (2 unicov] 
- 46 T: utilis [Hefe Wirag ) 
45 T utilis (Reindl I) 
136 C'utfiis'[C 14 F 
— 53 T utilis [von Sulf, Ablauge 
'52T ótilis [Tu] 
5t T uhlsf(TI)0).. . 
48 T utilis ( Feldmühlen ]' 


— 47 T. dlilis: [Brenner- Rippel ]: 


i : : : - —— 3 -C tropicals (RSC ) 
- —— —50 T uhbstT9) > 
di — E - ——— —— 20 C utitis: (T20] 
— 38 C utis (840) 
- 49 T utilis (T8] 
46 T.uhlis (B) 
43 T ulis [var coji 
21: C mycoderma (636 
20 P membronoefociens (C1 
25 C krusei (parakruse 
— 24 C krusei (Rs 7) 
15 C stelloto«dea. ood 


i en m= - 35 H subpelliculosa G 721 
sa, ti e 16 M condida 21 m VI 
7: C tropicahs {405} : 
23 C guilliermondir (Rs 3 

22 C Batti Ster 19521 

42. T otis I4]: 
: 71 JC tropicalis (zi. 

A T uns (21 

9; C tropicalis (Pleven 1]; 
- 12 C tropicohs (ROG). 
i H i- : - : — O C tropcahis (Pleven 2 
d 38]. DN 
34. M pullcherrima (5833) ` 

60 C orboreo (Z) : 

64 T tomoto (6n 

- 28 C lipoly*ica (37786 J vil 
"27 C lipolytica (57/86 A 
- să f oleophila (2219): > 

TË plai (M): . 
agilis (NRRL) 

: 2i È Siooifr (2419) 

37 C utilis (321) 

26 C zeylanoides (619) 

'33 C bombi (333) 
— 30 C. lipolytica (C62) 

29 C. lipolytica (153): 

39 C utilis var major(z 


Eis, 5. Diagrama: succintă a. relaţiilor dintre. tulpinile testate, încadrate 


în fenoni, „pe baza alegerii unor, nivele semnificative . de, similaritate rer. | 
‘zultate din analiza numericá (după Herlea, 1974). 


Was mivel optim, selectat; după valoarea ‘maximă’ a "criteriului lui Ler- 


"man (1970)- 


riu. Astfel, conținutul G4C al drojdiilor ascomicete este aproximativ 30— : 
500/) în timp:ce al dr ojdiilor basidiomicete aproximativ 50— 7709/5. Excep- 
tind zona îngustă a valorilor de 48—529/,; unde apar unele suprapuneri, 
clasa drojdiilor imperfecte poate fi determinată satisfăcător prin deter- 
minarea compoziţiei în baze. ` 
În cadrul unui gen, “spectrul de valori. GC, Kaes" = speciilor 
incluse:este în general de 10%% sau mai mic, după cum s-a determinat.pen- . 
tru Debaryomyces, -  Hanseniaspora, Issatchenkia, Kluyveromyces,: Met- 
schnikowia si alte: citeva genuri (tabelül 9). ipe = de Pichia diferă i însă - 


D Tabelul 8 


Colapaziția în baze a: acidului deoxiribonucleic nuclear 
la taxoni selectaţi de drojdii.. 
(după Kurtzman şi Phaff, 1987) | 


Be omg 'G4C 


Specia | à; d Wär (m ol? A) 
Ascom} ycetes da s 7 
Arthrgascus javanensis (Klócker) von Arx © ^ i Vë LE AC 
Citeromyces matritensis (Santa Maria) Santa Maria ; f AD a 
Debaryomyces | "A A hum 
Deb. .hansenii; (Zopf) Lodder et Kreger van Rij Ae i / 38,6. 
: Deb. marama di Menna.  - 4 CT HE 
„Deb; tamarii Ohara: et.Nonomura .. Dons. bi niu 
Deb. vanriji (van der Walt et "Ischeüschner). S. Wey yet m: 009:4 
Abadie, Pignal et Jacob , We pegea ert 
Dekkera bruxellensis van der Walt : 38 
` Hanseniaspora = Mt, T. TIT" ; 
H'spora valbyensis Klócker ` j eo CĂ : gu ine KA 
H'spora occidentalis Smith 34,9 
H'spora vineae: van: der Walt ei Tscheuschner ` Ud Halok TEL OQ cu 
Haâhsenula. `. — E 3 : Aot chat (ëtt 2B 
-H.'ciferrii Lodder 32221; 
H. alni Phaff, Miller et. Miranda TA ' 1 41,9 
H. polymorpha de Morais et Ce E A H wë 48,0 
“H. henricii  Wickerhain ! A Téu Ho SONG 
H.: populi Phaff; Yamada; Trediek. et Miranda e etes (8*01a42r7 
Issatchenkia  : "ror dh? 
I.. scutulata (Phaff, Miller et Mitanda) Kurtzman, Smiley et à 340 
Jolinson F 
: I. orientalis reit t A 2 40,3 
Kluyveromyces A l fN i r 
K. blattae, Henninger uii Windisch ) i ; 33,1. 
K..polysporus van der Walt i 35,3 
K. phaffii (v.d. Walt) v. d. Walt mg "ninos 
K. lodderi (v.d? Walt'et: Tschéuschner): v.d: Walt 30,0" 
'K, africanus v.d. Walt Hu i 38,5... 
JK aestuarii (Fell) v.d. Walt :39,8. ` 
wd delphensis (v.d. Walt et Tscheuschner). DE Walt -40,2 : 
"K. lactis (Dombrowski), v.d. Walt ` zin 40,3 
K.: fragilis (Jorgensen) van der Walt , 41,1 
RK. wickerhamii (Phaff, Miller et Shifrine) v.d. Walt Bor vi, 
K. dobzhanskii (Shehata, Mrak et: Phaff) v.d. Walt 42,5 
TM, e thermotolerans (Philipov) Yarrow di» 46,2. 
Lipomyces, » T i 
L. anomalus (Babjeva et Gorin) . - 43,8 
„L. lipofer. Lodder et Kreger van Rij "E 49,3 
i Lödderomyýces elongisporus van:der Walt: Ju A TEREDO 


ee eeh ee A An a a E 
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"Tabelul 8 (continuare) 


i Specia. Conţinut G+C 


(1010/9) 
Basidiom: ycetes . 
Filobasidiella neoformans Kwon-Chung ^51,5- 
: Rhodosporidium toruloides ‘Banno "| n 60 
Sporidiobolus T 
„Sporid, salmonicolor. Fell et Tallman: A: 62, 0, 
Sporid. johnsonii Nyland n 63,5 
Deuteromycetes . . i 
Candida j | 
C. albicans (Robin) Berkhout : 35,5 
C. freyschussi Buckley et van Uden. 43,3 
C. utilis (Henneberg) Lodder et Kreger van Rij 45,8 
C. lusitaniae van Uden et do Carno-Sousa - 441 
: C. zeylanoides (Cast. Langeron et Guerra "s 576 ` 
C. parapsilosis (Ashford) Langeron et Talice | 39,5 - 
Phaffia rhodozyma Miller, Yoneyama et. Soneda 48,3 
Rhodotorula CH 
Rh. minuta (Saito) Harrison 4 i DIEN 
Rh. glutinis (Eres) Harrison SW 6T 
Steriomatomyces . Ae ët bi 
Sb. .penicilliatus - -Rodrigues de Miranda ] Li, iS d 
TSE halophilus; Fell 56,2 : 
Trichosporon | 3I A 
Tr. pullulans (Lindner) no et Lodder “` A 57 
` Tr. beigelii (Kuchenmeister et Robenhorst) Vuillemin ` ; 63,5: 
Trigonopsis variabilis Schachner ` i 47 


* Aceste specii sînt transferate în genul Pichia (Kurtzman, 1984), . 


prin 2294, iar cele de Rhodotorula prin 14%. Este probabil: astfel cá Pi- ` 
chia şi mai puțin sigur Rhodotorula ar fi de fapt un amalgam de cîteva 
genuri. 

De asemenea, din interpretarea valorilor GC, ca si a altor. teste de- 
vine:aparent cá genul Candida si sinonimul sáu Torulopsis (Yarrow si 
Meyer; 1978) este compus din reprezentanti anamorfici atit din ascomicete 
cît şi din basidiomicete. | 

Stabilirea înrudirii ADN, o altă abordare moleculară. a taxonomiei se 
realizează prin metode diferite care în esenţă se bazează pe măsurarea ex- 
tinderii si stabilității catenelor ADN: renaturate din perechile test, adică 
pe fidelitatea de complementaritate a perechilor de baze: O" omologie ADN 
detectabilă preşupune astfel un grad relativ înalt de complementaritate a 
nucleotidelor (Wilson si colab.;,'1977; Baumann şi Baumann, 1978). 

Omologia ADN poate fi cuantificată. prin gradul de formare a “unor 
molecule hibride, pornind de la două catene de ADN cu proveniente dife- 
rite. ADN monocatenar provenit de la organisme înrudite! formează mole- 
cule dublu catenare hibride în zonele in care.secvenţele, de, baze sint foarte 
asemănătoare printr-un proces de:-,renaturare*. Reasocierea. depinde de 
gradul de complementaritate dintre secvențele de baze şi, ca urmare, poate 
fi utilizatà pentru a másura gradul de asemánare dintre ADN! cu origini 
diferite. Experiențele de hibridare se fac uzual cu ADN monocatenar mar- 

cat radioactiv provenit: de la un organism si-ADN monocatenar normal 
(nemarcat) de la altul. O variantă interesantă a-tehnicii:de hibridare ADN- 
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AT a fost utilizată de Bak şi Stenderup (1969). S-a sintetizat în vitro 
ARN complementar radioactiv cu fiecare ADN servind ca matritá — şi in- 
rudirea:dintre taxoni a fost.apoi'stabilità prin hibridarea ADN unicate- 
nar-cu-ARN sintetizat: Tehnica hibridării ADN este foarte importantă pen- 
tru.a explora „în mare“ omologia genetică a multor grupuri de drojdii. Ea 
este utilă doar pentru organisme strins înrudite, apartinind aceluiaşi: gen 
sau, preferabil, aceleiaşi specii. De exemplu au fost realizate studii de hi- 
bridare ADN pentru determinarea statutului “taxonomic al grupului `" cu 
habitat acvatic de 'specii si varietăţi ale genului: Metschnikowia.' Rezulta- 
tele experimentelor de hibridare ADN-ADN au dus la stabilirea relaţiilor 
genotipice între speciile: grupului analizat si la sugestia trecerii M. bicus- 
pidata var. australis-la- rangul de specie: Metschnikowia australis: comb. 
nov. (Mendonca:Hagler^si colab., 1985). ` US S M 

Posibilitatea comparárii întregului, genom prin reasocierea ADN este 
în prezent practicată ca tehnică. moleculară pentru definirea speciei ca si 
pentru evaluarea metodelor taxonomice curente. Ch pie 

Prin comparatii ale intregului genom provenit de la diferite drojdii se 
obţin valori privind înrudirea ADN ca o estimare.mai degrabă. a similari- 
tății secventelor de baze globale în condiţii diferite decît ca un anumit 
procent de ADN care are cu certitudine aceeași secvenţă de baze. 

Pornind de la observaţia că tulpinile unei specii caracterizate prin 
mijloace tradiţionale au in, comun, 70-—1000/, din secvențele: de baze ale 
acizilor nucleici, Price şi: colab. (1978) în urma examinării speciilor apar- 
tinind là 4 genuri de drojdii au propus ca tulpinile cu înrudire ADN —sau 
2809/5 sint ;conspecifice, opinie exprimată: anterior si de Martini si Phaff 
(1973) lucrind cu Kluyveromyces. T 

Pentru speciile de drojdii cu stadii sexuate cunoscute, hibridarea ge- 
netică oferă o cäle de: obtinere a unor rezultate din; corelarea cercetării 
moleculelor de ADN. cu fenomenele biologice reale. Din datele prezentate 
în tabelul 9 se constată că în majoritatea cazurilor există un paralelism 
între diminuarea. progresivă a înrudirii ADN şi descresterea competenţei 
de împerechere si fertilitate. Exceptiile la această tendinţă ar include mo- 
dificári cromozomale: inversii, translocatii, autopoliploidie si amfidiploi- 
die (alopoliploidie) — care afectează fertilitatea dintre ` tulpini. $ 

Majoritatea acestor modificări nu ar fi detectabile în comparatiile în- 
tregului genom ADN. Totuși, amfidiploidia este recunoscută dacă speciile 
parentale au fost incluse în'studiu sau trebuie să fie suspectată dacă mă- 
rimea genomului variază între: tulpini. manifestind înrudire substanțială. 
De exemplu, Saccharomyces carlsbergensis manifestă un grad relativ înalt 
de omologie: ADN atît cu Saceh. cerevisiae. cit si cu Sacch. bayanus, chiar 
dacă aceste din urmă două specii demonstrează înrudire scăzută: (fig. 6). 
O comparaţie a 'dimensiunilor.genomului sugerează că Sacch. carlsbergen- 
sis este un amfidiploid partial care ia naștere ca un hibrid natural între 
Sacch cerevisiae si Sacch. bayanus (Vaughan-Martini si Kurtzman, 1985). 
în acest caz este de prevăzut că: Sacch. carlsbergensis este nefertil cu spe- 
ciile parentale propuse, în ciuda înrudirii ADN relativ superioare. ` 

Pe lîngă faptul că furnizează informaţii asupra divergentei ADN și 
speciaţiei, aceste. date demonstrează limitele de rezoluţie taxonomică fur- 
mizătă de reasocierea ADN-ADN: Rezolvarea nu: merge mai departe de 
detectarea speciei „soră (sibling). Dincolo de această limită toate speciile 
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Tabelul G 


per n-lea reacției de împerechere - cu. complementaritatea ADN la 'drojdii ascomicete 
ei basidiomicete heterotalice: strins înrudite: (după Kurtzman si Phaff,’ 1987). 


wee „Reacţia | Imvudire 
Specii de împerechere, | ` ADN 
Filobasidiella neoformans x Fi- Conjugare. satisfăcătoare, viabi- |, | 
lobasidiella bacillispora |. litate basidiospor 0—309/, (ge- |. 
Me ye neraţia F4; Fs nedeterminată) 55—63 
Issatchenkia scutulata var. solt || Conjugare bună, ascospori via- E 
túlata x . Issatchenkia 'scutu- Dili (F—59/5; Fie1T) 21—26 
„lata: var. exigua 54 
Pichia amylophila x Pichia í Conjugare bună, ascospori ne-. RT 
mississippiensis |.  viabili 20—27 
ansenula . „bimundalis x Han- Conjugare slabă, nu sînt pro- Km 
i senula dmiericana- ii >D | |" dusi ascospori ` 29: 
Pichia opuntiae var. ai x „Conjugare nefrecventă, "ascos=: f 
as Pichia | opuntiae: var. thermo-, |: „pori produsi rar. 28: 
“tolerans; , H i 
Pichia opuntiae var. opuntiae X | Lipsa conjugării, nu se, produc. TH 
‘1 Pichia antillensis | ascospori "Ma" directe: 5a pmi. 
Hansenula-alni: x: truda la "| Conjugare. slabă, nu ise: produc |/ eb i006 
wingei- e. | ascospori 6—10 
Issatchenkia orientalis x s “Conjugare nefiecventă, nu sînt, E. 
!Issatchenktia occid eiitalis í D qM HD, ascaspori: à 3—8' 


IO. A. FILIAS CUM VM ] P ' Li 


i ZIUPDECHUCITHE, te quen 
manifestă în: | &éehiph]: 4n- ceea cei "priveşte extinderea inrudirii; mai tin 
de 10% complementaritate. i APA gë: 

„Analizele moleculare de ADN. au! cof dad sila “progrese ín clasifi- 


carea "igi one e enert gen, De exemplu, Meyer a 'colab. 


- Sacch. bayan US. 


ti 


` Sacch: "cerevisiae wé Kn : 
er 


| ) 5894, TT sui ENA » DÄ [1i 
TL TT DAG (stc iw n] , i DAILU TOT ) í 
i Sacch carlsbergensis 
"Mărimea genomului me Pee rat gen 
Sacch "cerevisiae = 100 
Sacch bayonus :115 
"Sacch: carisbergenis - 146 
Fig. 6. Înrudirea ADN. între tulpini tp bs Saceha-. 
TOmyces cerevisiae, Saccharomyces," bayanus Si 
1 5» Saccharomyces.' 'cárlsbergensis: Compararea |di-^ 
mensiunilor genomului :sugerează cá: Sadech: :carls- 
bergensis. ar. fi un .amfidiploid partial | care. poa-. 
te lua nastere ca un hibrid natura! între Sacch. ce- 
revisiae și Sacch. bayanus (după: Vaughan Martini 
si Kurtzman; 1985). 


(1978), au. stabilit: pe baza înrudirii ADN existenţa a 6:specii in genul ho- 
motalic Hanseniaspora . şi care anume 'drojdii din genul: Kloeckera. .(parte- 
nerul ite citet pi de Hanseniaspora). „corespund! acestor ` specii perfecte 
(fig..7).. 


$4 


De asemenea. datele:obținute: din cercetarea: ADN ou dus la clarificări 
ulterioare ale speciaţiei la 'drojdiile: ascosporogene, unele. confirmind tră- 
sături fenotipice relevate prin tehnici moderne „(vezi Price si colab:, 1978; 
Price şi Phaff, 1979). + x A 

: De interes particular au fòst speciile cu spori rugosi de Saccharomy- 


ces, în prezent clasificate în Torulaspora (Kreger van Ri), 1984). Nouă din- 


| Hanseniospora 
'valbyensis |: i 
WH A7) | 100% 
(Sq Honsenmaspora . J|; Kloeckera 
-100*/, | recen „Japonica 
= Kloeckera 'apis |. 
'Hanseniaspora : 
"uvarum. A 
d e 
"| Kloeckera j HU f» 
; apiculata: 
<20°h: 
"rHonseniaspora | 
od 'osmopbila: | Fugo 
See? Hanseniaspora. 
"—Kloeckera ` ` | ^ occidentalis 
d , Ci (PU EFIA. i e 
h it Orticis ; Kloeckera . 75°h 
i Hansenraspora |: Jovanica! 
93*/; ; vineae GO 
-Kloeckera |. 
africana 


Fig. 7. Reprezentarea schematică a, înrudirii AND la 
“specii. de Hanseniaspora . şi partenerii respectivi ` im-. 
perfecti din genul,Kloeckera. Dintre speciile ascospo- 
rogene numai; Hanseniaspora osmophila': si. Hansenias- : 
pora, vineae prezintă; complementaritatea seevenţelor de.. 
„baze ADN > 20% (adaptátá după Meyer. şi. colab., 1978). 


tre aceste specii -(Sacch.. delbrueckii, Sacch. rosei, Sacch. saitoanus, Sacch. 
inconspicuus, Sacch. florenzani, „Sacch.. fermentati, Sacch. microellipsodes 
var. osmophilus, Sacch. vafer, Debaryomyces nilssonii) manifestă înrudire 
ADN 980/, sau mai mare și trebuie considerate conspecifice. Aceste specii 
au fost initial separate pe baza. diferenţelor in asimilarea și fermentarea 
zaharurilor. Toate. sînt acum: clasificate ca Sacch. delbrueckii Lindner. Do- 
vada'supliinentară a caracterului neadecvat al criteriilor taxonomice tradi- 
tionale o aduc‘ dâtele' lui Price. şi colab. (1978) referitoare la faptul că 
Sacch..microellipsodes var. osmophilus este sinonim cu. “Sacch. delbrueckii 
dar Sacch. microellipsodes var. microellipsodes, avind. inrudire ADN Scá- 
zutà cu;acestecorganisme, reprezintă o. specie separată. 

Price:'şi colab. (1978) au comparat de asemenea şapte tulpini 'simi- 
lare morfologic de Debaryomyces hansenii care iniţial au fost- descrise 
ca specii separate. dar ulterior au fost. clasificate ca sinonime (Kreger van 
Rij, 1984). Tulpinile diferă prin următoarele caracteristici: . asimilarea 
L-sorbozei, trehalozei, lactozei, melibiozei, amidonului solubil, D-arabi- 
nozei, D-ribozei, L-ramnozei, :glicerolului, eritritolului, glucono-5-lacto- 
nei, rezistenţa: la: cicloheximidă şi capacitatea de a forma peliculă. Valo- 
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rile. de ;complermentaritate : ADN—ADN: nu prezintă: o corelaţie evidentă 
între! aceste caracteristici fiziologice, convenţionale. si nivelele; observate 
de înrudiri ADN. < 

Prin compararea ultrastructurii ascosporilor de la Soe stabilite. a P 
de Pichia si^ Debaryomajces, -KurtZman: și! Smiley (1974) au observat spori 
de: P; polymorpha şi D pseudopolymorpha: de acelasi! tip ` (sferoidali . si 
rugosi) ou cei găsiţi la Debar? yomuyces. Datorită acestei si altor 'similari= 
tăți fenotipice ei au sugerat. că. P. polymorpha si Deb.:-cantarelli sint 
conspecifice. Această: premisă a fost confirmată de Price: si colab. (1978) 
ale căror cercetări ADN.. au-arátat de asemenea. că, .Deb. phaffii este un 
membru al taxonului desemnat în prezent Deb. polymor phus (Price si 
Phaff, 1979). Intr-un experiment ulterior Price. şi: colab. au demonstrat 
conspecificitatea dintre Deb, vanriji si Deb. formicari ius (9690/5 omologie). 

Determinar ea asociată a compoziției în baze a ADN şi a omologiei 
ADN—ADN a permis: aprecieri privind evoluţia drojdiilor din Antarctica 
(Dry Valley). Examinárea relațiilor genetice (fig. 8) dintre  biotipurile 
complexului. Cryptococcus vishniacii- — drojdii anamorfice cu particula- 
ritáti de basidiomicete — poate. contribui la clarificarea naturii adaptării 
microbiene la medii extreme ca şi à modului de evoluţie a populațiilor 
adaptate . (Baharaeen si colab.,. A982). Ín cadrul complexului C. vishniacii, 

valorilor G--C care. diferă cu mai mult: de 1.mol9/.le corespund omolo- 
gii ADN——ADN: de mai puţin de 3394, 

Pe lîngă studiile. de complementaritate. implicind întregul genom 
ADN, cu semnificație taxonomică ce-nu depăşeşte nivelul de specii „su- 
rori“ (sibling), . analiza altor molecule ca indicatori ai inrudirii a. furnizat 
o nouă cale, pentru determinarea. relațiilor: filogenetice mai distantate. 

Natura ADN-ului mitocondrial, care diferă de la specie la specie de 
drojdie, in special. ca măr ime, nua fost deocamdată utilizată, ca un crite- 
riu taxonomic. wen 

Unele gene supuse- unei divergente extrem de lente:si porţiunea de 
ADN genomic (aproximativ: 2275) care: codifică ARN, ribozomal (ARNT) 
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“Fig. 8. Reprezentarea relatiilor.ge-^ 
netice “între biotipurile;  complexu- — 
lui Cryptococcus, vishniacii. Lungi-, 
mea liniilor de legătură, este ` pro- 
portionalà ` “cu distanţa genetică (100 
! minus ; procentul "relativ ` deolégare 
ám hibridare; heterologă). între: bio- 
à pori, (după, Babaraeen, si. Colab., 
"nu f 19 SCT. 
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bw TEST 2 8 02. 1 


este înalt conservatà;' Astfel, moleculele de ARNr's-au: dovedit a fi -se= 
manţidele cele mai adecvate în construirea schemelor filogenetice pentru. 
toate 'vieţuitoarele (Fox şi colab., 1980; Hovi: şi Osâwa, 1979; Küntzel: si 
colab. 1983; Obsen şi Sogin, 1982). Pentru taxonomia microbianá analiza 
cmologiei: ARNr: a permis evaluarea caracterelor: fenotipice după gradul 
corelatiéi. Jor cu: omologis ARNr' ea sto taxonomie pe baze! filogenetice! 

Faţă de numeroasele. studii asupra'acizilor ribonucleici.de la procariote, 

Ja. eucariote au fost; realizate relativ puţine. Drojdiile, în special cele la 
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care. nu-s-a. descris reproducerea: sexuată, nu numai că puri același tip de 
probleme de ordin. taxonomic: ca procariotele: dar prezintă un. interes 
deosebit -sub' aspectul ipotezei după care ele ar fi fost primele: eucariote 
apărute: (Cavalier-Smith, '1981) si al ipotezei: după care fungii superiori 
primitivi ar” corespunde: formelor asemănătoare drojdiilor. (yeast like) | 
(vezi Barr; 1983;: Müller. 1977; Oberwinkler, 1977). Datele obtiriute ` dm 
cercetarea -'omologiei ARNT la drojdii susțin: această din urmă! ipoteză. 
Primii care au examinat relațiile: filogenetice la drojdii, utilizînd 'omolo- 
gia ADN—ARNTr, au fost. Bicknell:si^ Douglas. (1970); Datele obţinute de 
aceşti autori! arată că relatiile intragenerice obținute prin această metodă 
au “sînt semnificative în” majoritatea cazurilor datorită! gradului înalt de 
conservare a secventei ADN care codifică ARNT. Distanţele. intergenerice 
însă Dot D rezolvate. şi există posibilitatea construirii unei ierarhii evo- 
lutive a' drojdiilor utilizînd omologia ADN-—ARNr;. Cu ajutorul: unei 
metode de hibridare ! îmbunătățite, Bahuraeen. și “colab. .(1983, 1984) au 
demonstrat! utilitatea “omologiilor. ARNr 25S' în clasificarea drojdiilor 
hasidiomicete. Ei au. furnizat dovada! că: speciile ` stabilite erau- corecte 
pentru "majoritatea: genurilor teleomorfice.. Speciile plasate; în Candida 
manifestă totuși o: considerabilă” diversitate. filogenetică. Genurile, fami- 
liile; si posibil ordinele de drojdii basidiomicete, pot” D definite pe baza 
omologiei ARNr 25S si a caracterelor fenotipice corelate. |. ' . - 
Walker si Doolitle (1982, 1983) au utilizat secvenţe ARNr: 5S pentru 
a..cerceta relațiile dintre “basidiomicete,- incluzind unele drojdii. Ei au 
identificat: două grupuri distincte: care. se corelează mai degrabă cu pre- 
zența'“'saii absența: doliporilor septali decît cu separarea tradițională 
a acestor: specii în subclasele Heterobusidiomycetidae'și  Homobasidionyj- 
cetidae. ds ! SALE P : Su L 
' Jin cea mai mare parte, relaţiile filogenetice ale speciilor in interiorul 
genurilor nu au fost rezolvate satisfăcător utilizind omologii ADN—ADN 
sau ADN——ARNT;-deoarece prima metodă este prea specifică şi a doua 
detectează înrudiri mai distantate decit cele obișnuit găsite în, cadrul 
“genului. ADN care, codifică însă anumite enzime că glutamin-sintetaza 
și superoxid-dismutaza, desi mai puțin coniservătiv decît cel care codifică 


ARNr, este încă mai puţin divergent decit apare din rezultatele analizei 
comparative ale ADN bacterian al întregului genom (Baumann $i Bau- 
inann; 1978; Baumann si-colab., 1980). Prin "determinarea modificărilor 
din secventa 'aminoacizilor acestor enzime, folosind 'microtehnici ca fixa- 
rea cantitativă a complementului, poate fi obținută o estimare a inru- 
dirii intermediare. "Pentru- drojdii studiul imunologic al 'similarităţii pro- 
teinelor este foarte sărac si informaţia” rezultată este strict dependentă 
de tipurile de proteină studiate. Lachance si Phaff (1979) au utilizat 
exo-g-glucanaze de la specii de Kluyveromyces, dar au constatat că en- 
zima era puţin conservativă si distanţele imunologice dintre 'majoritatea 
speciilor erau; prea mari pentru a fi luate in consideraţie le determinarea 
relaţiilor evolutive în cadrul genului respectiv. Hi j 
Electroforeza alozimelor: reprezintă o altă cale de estimare a diver- 
sității moleculare si, ca $i în “cazul studiilor imunólogice, rezoluţia. de: 
pinde de extinderea conservării secventei. Proporția  mutaţiilor ` puncti- 
forme care sînt detectabile 'electroforetic este'-estimată Ia. aproximativ 
0,27 +datorită  redundanţei în codul genetic si proportiei mari: de amino- 
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acizi :care dns neutri : electric (Baptist și colab., 1971; Selander, 1976; 
Holzschu,. 1981). Apariţia aproape: universală; a polimorfismului extensiv 
al: proteinelor: în populatiile naturale a determinat pe unii, cercetători së 
considere că variaţia s-ar dovedi fiziologie. importantă si deci, ar, îi sub 
. control selectiv; alţii o consideră fără efect: fenotipic şi astfel neutră se- 
lectiv. (Selander,. 1976). Oricum; datele: derivate din aceaștă tehnică. furni- 
zează  introspectii "nm procesela. evolutive el taxonomice.. "Baptist şi Kurtz- 
man. (1976) .au utilizat, modele enzimatice comparative pentru a separa 
tulpini active sexual de. Cryptococcus: laurentii var: laurentii: de tulpini 
uereactive si de: varietățile magnus ŞI: flavescens. Dintre. tulpinile vârie- 
GU) magnus au fost: propuse două: specii . noi, „ Cryptococcus - magnus zi 
Cr. heveanensis. 

Yamazaki şi: Komagata: (1981). au 'realizat o compar atie: electroforetică 
a sapte enzime Ja 108 tulpini de Rhodotorula şi. Rhodosporidium, :ajun- 
gînd, la concluzia: că această: tehnică este utilă: în stabilirea relaţiilor taxo- 
nomice în :cadrul acestor drojdii roșii. De exemplu, Rhodotorula pili- 
manae. si :Rh. rubra manifestă: modele - enzimatice: identice. Acest aspect, 
împreună cu. conținutul G+C identic al ADN şi sistemul identic: Co—Q 
(Q-10) au: sugerat că cele două specii 'sînt sinonime. Într-un studiu ulte- 
rior; Yamazaki' si Komagata (1982)-au' realizat! o analiză a alozimelor! la 
'sapte specii de drojdii. asporogene : si presupusele lor. stări ascogene. Au 
fost. observate. relaţii stririse între 14 reprezentanţi. teleomorfici ai par- 
tenerii lor anamorfici, dar: nu s-a dovedit. relaţia: dintre Candida. valida 
şi Pichia. membr 'anaefaciens, Torulopsis molischiana si: Hansenula capsu- 
lata.si;Torulopsis candida.si Deb. hansenii so Deh. marama. Date ulte- 
rioare asupra importantei si-utilitátii? comparatiilor electroforetice a en- 
zimelor au fost relatate pentru specii de drojdii balistosporogene (Yama- 
zaki si Komagata, 1983.a),, specii de Sacchar omyces, Zygosaccharomyces 
si Torulaspora , (Yamazaki | Si .Komagata, 1983,b), „specii de .Hansenula 
(Yamazaki și: Komagata, 1983 e A ȘI tulpini de drojdii de vin (Subden: St 

colab., 1982). . 

. Holzschu (1981) a studiat relaţiile evolutive. între, 400 tulpini de di- 
ferite specii. cactofile de. Pichia, EI a. determinat modelele de. bandare. în 
geluri de amidon a 14 enzime metabolice, utilizînd . -patru sisteme tampon. 
Tulpina tip, de P. heedii a fost utilizată ca. specie de referinţă. pentru. de- 
terminarea mobilitàtilor relative a enzimelor corespunzătoare : de la cele- 
lalte drojdii. După “modelele: de „bandare. unice, ale, anumitor : enzime au 
putut fi recunoscute mai multe. specii. 

„Sidenberg și Lachance (1983), utilizînd, electroforeza: in.gel.de poli- 
acrilamidă a 11 enzime, isofunctionale,. au examinat. tulpinile tip a 20. de - 
specii din genul Kluyveromyces, Rezultatele lor argumentează divizarea 
genului în 13. specii,-o: concluzie în acord cu datele asupra. înrudirii ADN 
(Martini, 1973; Martini şi Phaff, 1973), 

Rezultatele analizelor. moleculare; ale acizilor nucleici: nu: s-au. dove- ` 
dit în toate cazurile concordante cu. concluziile trasate de analiza: nume- 
ricá:sau provenite utilizînd alte metode de abordare, taxonomică. (spectre 
: de rezonanţă proton magnetică, serologia mananilor, peretelui, celular, etc.).: 
„În măsura în care au fost aplicâte în taxonomia drojdiilor (nu pen- 
tru toate genurile şi speciile cunoscute), chiar abordările „obiective“, nu- 
merice si: moleculare, „pot da: unele rezultate contradictorii. Spre deose- 
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bire de metodele: de analiză:a ADN care:au Ja bază întregul genom, :cele- 
ialte. metode, inclusiv analiza numerică, dispun de date fenotipice relativ 
limitate cantitativ. Cu :toate-.acestea, utilizarea: comparativă. a. diferitelor 
tehnici “moleculare poate avea implicaţii filogenetice. interesante, după 
cum s-a exemplificat, ca si contribuţii Jo revizuiri” taxonomice :pe baze 
mai rationale. Nakase st Suzuki (1985), au studiat 50 tulpini de: Debaryo- 
mees hansenii si “drojdii înrudite: pe baza une combinaţii de. particula- 
rități: compoziţia” în baze ADN, hibridare " ADN—ADN;, sistem :ubiqui- 
von, electroforeza isoenzimelor, rezonanţa proton magnetică. a "marani- 
lor pereţilor celulari şi metode serologice. EI au recunoscut Trei" grupe 
dé tulpini reprezentind" trei specii distincte pe “baza experimentelor de 
hibridare ADN. Prima” grupă "constă din două subgrupe reprezentind 
două varietăți. distincte. “Toate. tulpinile "investigate manifestă. conţinut 
G+C'al:ADN' similar, ca și sistemele de ubiquinonă. “Metodele cele mai 
utile pentru “diferențierea rapidă ` între membrii grupelor. şi subgrupelor 
au” fost: utilizarea :propilenglicolului pentru dezvoltare; temperatura ma- 
ximá de creştere si mobilitátile - electroforetice ale glucozo-6-fosfat > de- 
hidrogenazei: şi malat dehidrogenazei. +» c! am dE 
Deşi nu' oferă în măsură suficientă elementele de bază ale unei-cla= 
-ificári naturale, datele de “genetică a drojdiilor” contribuie, totuși, in inod 
eficient, la 'elaborarea'unui sistem de clasificare capabil să reflecte cit 
mai: mult posibil, relaţiile filogenetice ale diferitelor: grupe de ` drojdii; 
prin'grádul lor de înrudire ereditară şi potenţialul lor de a avea descen- 
denti cu caractere comune. SEN m in Me fori rao nde 
“Pe de “altă parte, taxonomia moleculară vine in ajutorul cercetáto- 
rilor de genetică. Tehnicile moleculare reprezintă “modalităţi de a asigura 
identificarea cea mai precisă a tulpinilor pentru cercetări genetice poten- 
tiale in vederea ameliorării și utilizării acestora în industria : fermenta- 
iivă, de exemplu, sau în diferite alte domenii tehnologice. De. asemenea, 
„tehnicile “moleculare au fürnizat-piná în prezent indicatori eficienţi pen- 
Gu: stabilirea speciilor cel mai strîns înrudite (care de pildă prin fuziune 
de 'protoplaşti dau produşi in general mai stabili) decît indicatorii furni- 
záti de: criteriile tradiţionale morfologice si fiziologice. Decizia finală 
asupra înrudirii diferitelor specii de drojdii rezidă în natura ADN însuşi. 
Astfel taxonomia 'drojdiilor si genetica lor évolueazá în ultima perioadă 
convergent, întrucît se bazează in cele din urmă pe același material: 
ADN. nuclear. d e ei | 


"1.9.7, IDENTIFICAREA DROJDIILOR 

„„ Capacitatea de a face o identificare presupusă pornind de la obser- 
vatii preliminare si, pe această bază, capacitatea de a selecta teste adi- 
lionale sau reacţii, necesare, pentru stabilirea unei identificári, definitive 
sînt apreciate ca o adevărată artă in microbiologie, implicind „deopotrivă 
experienţă și talent. +. - at, Heiig eb iuli mur 

i Identificarea unui microorganism nou izolat necesită: o caracterizare 
si o descriere. precisă, care: permit apoi compararea cu alte microorga- 
nisme cunoscute. Pentru: realizărea unei identificári corecte este de dorit 
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a compara drojdia: de. cercetat cu cel puţin o, tulpină autentică: a speciei 
presupuse. 

Folosirea 'eriteriilor- vailizaté: dim inia cilpA eur Și nomenclatură per- 
mite. stabilirea. identității microorgariismelor necunoscute. şi compararea 
lor cu: microorganismele cunoscute. (Pelczar si Chan, 1982). Totuşi,. pro- 
cedeele de: identificare a drojdiilor'pot să difere de acelea dé. clasificare. 
De exemplu, pentru compararea genurilor Debaryomyces si. Pichia,. Kre- 
ger van Rij (în Lodder, :1970) :a :studiat pereţii : ascosporilor : pe micro- 
electronografii. Desi criteriul este: relevant pentru un. sistematician . an- 
gajat în- descrierea . caracteristicilor - genurilor şi speciilor, el este imprac- 
ticabil pentru majoritatea celor angajaţi în identificarea! -drojdiilor. În 
timp ce desctierile taxonomice' (caracterizarea drojdiilor) trebuie-:să. fie 
cit mat complete posibil, criteriile. utilizate: pentru identificare. trebuie 
sá:depindá de numărul de identificări de realizat, de 'scopul pentru care 
se fac si de existenţa -posibilă-a:unui spectru restrîns, cunoscut de specii 
în nisa. de studiaţ; Dacă studiul: urmăreşte | identificarea a sute sau. mii 
de drojdii izolate, se acceptă án: mod. obişnuit: identificarea incorectă a:ci- 
torva dintre ele, in. másura in care este. semnificativ mai: degrabá tabloul 
global decît detaliul. Cu totul alta. este situaţia în. care se urmăreşte iden- 
tificarea numai. a. uneia sau citorva tulpini, scop pentru care orice. ate- 
nuare a celei. mai mari corectitudini. posibile compromite rezultatul 
studiului. 

„Este de. netăgăduit că utilizînd. criteriile curente, actuale, care permit 
definirea speciilor de drojdii, identificarea constituie. o. problemă foarte 
complexă, în special pentru nespecialist.: Volumul, mare de- muncă si timp 
implicate in identificarea tulpinilor, izolate din medii | naturale sau. habi- 


tate, secundare, prin tehnici clasice, nu este. întotdeauna pe măsura: rezul- 
tatelor obținute. . e 


-Pentru identificarea drojdiilor sint. necesare chei care, o dată cu spo- 
-rirea numărului. de: specii: de drojdii, au; devenit tot. mai. complexe. . :Ce- 
rinţele; impuse; practicării testelor de identificare, st. deci-utilizării, cheilor, 
implică, pe de o parte, obținerea, de rezultate: neechivoce si, pe de altă 
parte, scurtarea timpului necesar obţinerii acestora.. Numeroasele cerce- 
tări „privind valoarea. criteriilor taxonomice, . atit tradiţionale cit si mo- 
derne, duc la; concluzia. cà pentru moment în practica. de rutină. sint.uti- 
lizate cu precădere. testele fiziologice clasice, cu condiţia, ca semnificaţia 
taxonomică a fiecăruia să fie bine stabilită: — 


Pentru rezolvarea problemei ridicate de timpul necesar identificării 
au fost făcute încercări (bazate: pe cercetări experimentale) de simplifi- 
care a cheilor de identificare. Cercetările experimentale ` 'în acest sens 
au urmàát fie directia elaborării de .tehnici cit mai simple, fie reducerea 
numărului. de criterii de identificare..Pe linia primei: direcţii au fost ela- 
borate variante de tehnici — in special pentru testele fiziologice — de la 
utilizarea. mediilor. solide sau a. celor lichide, pînă. la realizarea anumitor 
dispozitive . disponibile. comercial (de exemplu, sistemul API; Analytab 
"Products Ine; Plainview, NY). Pe linia celei de a doua. direcţii, a redu- 
cerii numărului de criterii de identificare, au fost: propuse unele chei de 
identificare bazate. numai. pe. teste fiziologice (Beech: si colab:, 1968; Bar- 
nett, 1971; Bárnett si Pankhurst, 1974; Barnett si colab;;: 1983), .selectate 
în. principal după. valoarea coeficientului. de. separare a speciilor. „Belin 
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(1981) propune utilizarea unor chei de identificare bazate pe reducerea 
numărului de criterii semnificative cu rezultate pe cît posibil neechivoce. 
În acest scop, într-o primă etapă a elaborării unei: metode simplificate. 
de identificare, Belin analizează caracteristicile morfologice, culturale Si. 


-fiziologice:la peste 100 de specii noi de drojdii descrise dupá publicarea 
` determinatoarelor lui Lodder.(1970) si Barnett & Pankhurst (1974). El 


"nu ia în consideraţie sporularea (datorită. dificultátilor de obtinere a re- 
- zultatelor si de interpretare a absenței sporilor) si testul de asimilatie 


a glucozei, menționat (Barnett si Pankhurst; 1974) ca fiind pozitiv indi- 


ferent de speciă considerată. ` 


. Ín ediţia a doua (1987) a volumului 1 The Yeast, Kreger van Rij face 


- unele recomandări privind utilizarea .cheilor de identificare a drojdiilor. 


În acest sens, caracteristicile incluse in chei trebuie să fie clare, lipsite! 


de ambiguitate si, de aceea, trăsăturile din testele. care dau rezultate 


“slabe sau lente:nu sînt de preferat: Caracterele care variază în interiorul. 


unei: specii nu.pot fi utilizate, dar ele pot fi adecvate pentru alte specii 

la icare nu prezintă: variații.. 2 21 PS 
Pentru același: grup de specii: de drojdii pot exista mai multe: chei. 

In toate cazurile:însă criteriile, care disting diviziunile primare sînt foarte 


` importante. O cheie poate urmări clasificarea taxonomică, conducind mai 


“întîi la genuri şi apoi în interiorul fiecărui gen la specii. Pentru drojdiile 


ascosporogene, aceasta: înseamnă în general cá sînt utilizate caracteristi- 
cile ascosporilor $i că drojdia trebuie indusă in primul rînd să sporuleze.. 
Drojdiile basidiosporogene sînt cel mai frecvent izolate in faza haploidá 


- şi, dacă ele sint-heterotalice, sint identificate ca. imperfecte. La drojdiile 
. imperfecte sînt adesea decisive, pentru ‘diferențierea: generică, criteriile, 


“uşor. de. stabilit, privind reproducerea: vegetativă. Pentru numeroase, stu- 


dii; de identificare: a drojdiilor şi a fungilor asemănători drojdiilor- este 


„foarte utilă- cunoaşterea, stărilor perfecte si imperfecte ale diferitelor spe- 


cii. În tabelul 10 sînt prezentaţi partensrii respectivi ai unor specii de- 


scrise între 1970 (data publicării primei ediţii a monografiei lui Lodder: 


The Yeasts, a Taxonomic Study) si 1978. Consultarea acestui tabel ca si 


-a tabelelor 5, 6 si 7 contribuie la actualizarea cunoștințelor dintr-un do- 
meniu al taxonomiei aflat în continuă dinamică. - i 


Cheile de identificare pot, de asemenea, conduce la specii,.. fără 


"a trece prin genuri. În âcest- caz este posibilă elaborarea de chei fără 


„a utiliza trăsături ale; reproducerii sexuate şi chiar chei bazate exclusiv 


pe criterii fiziologice Cea mai importantă in acest din urmă caz este 


natura neambiguă.a testelor. Existenţa impurităților în compușii testati, . 
- condiţiile de testare lipsite de exactitate, pot da rezultate aberante, con- 


ducînd la identificári greşite.. Diferenţele existente în descrierile date 
aceloraşi specii. de. diferiţi autori demonstrează că asemenea greşeli apar. 
Cheile realizate de Barnett si Pankhurst (1974) și Barnett şi colab. (1979, 
1983) reprezintă exemple de chei: elaborate. de: calculator, care, conduc - 
direct la specii, utilizînd numai, sau în principal, criterii fiziologice. Nu-, 
mărul testelor. implicáte în aceste chei este de 55—37, între care necesi- 


- fátile în vitamine sint frecvent utilizate. ` 


. . .Cheile: date în ediţia a treia a monografiei The Yeast, a Taxonomic. 
Study (Kreger van Rij, ed. 1984) conduc la specii, fie trecînd prin ge- 
nuri; fie direct. În cel din urmă caz, caracteristicile. primare ale cheilor 


DL 


1tULOL/ 7" ai 
(8261) "IG 19 -19XoIN 


- <span N 


(8261) 12 39 IO A9IN 


(8261). "1e 38 Jan. 


(8261) e 39: I9£3IN. 


(9160) 18 38 Aart 
(LL61) Sen “UOA ` 
- (016). doppoq. 


(CAGI) 8unuj-uoAM 


(2161). XIV UOA 0110: 


ah? XIV. UOA. ur mat 
(et: 


tient xiy UOA 
(2267) > XIV UOA 


(0461) oppe" 


(0161) 4oppo' 


- (0261) JƏPPOT 


(0161) :oppo' 
(0260: Yoppo 


(q 0261) eM 19p URA. 
a HEM Jop UvA 


E 


gogeigoiqid . 
. PȚĂEOIPUI 


OI OQO 


XIV uoA- 


BHULA Dr 

070 041432234 11€ EE uS TBUG VASA DIODI 

OU A 

(19N90[M 'puəuə soot) Dj0jnoidD D19%9201M 
BULA. (19x2013D 5198100. .D123]2201M 


: doKsjQ2peuoturis 


"uns "xe ațAe'i s2dv 0193422307 - 


: Taped 
(up zspureag TOÀN) “sn?vinzinbtun sn220202dfi12). 


Kappngzguopn 
uga (EA Zap Uea) pioDimnsdpo pprpupj) 


“UT OI A (oorT9jues). suptuofoou. $n220203d 4D 
XIV -UOA EGAL 247112142002). 


» Om UXIV-UÓA: 
 Gopporposuoppich uin1031dvo 14n1/224309 1) 


PANSIOMOA 
É UAVEXEUIE rd 605 umgpqnDtupj524 ium1J92143092) 


SIoq Xə UIT un pipa 1m1/2143082)- 
Sud X9 XUFI winpzpuva 1411071708). 


XIV -U0A 


D- 


(esnog. owen op). anno 112142022): 


Hait UPAZITEM Jop uga (jjoueuos ` 


"Re pSzouqunaap. snipau.toju?. saofiuoupa1g - 
- änt UDA 1$ 12042 f [y 


"sisuajjoxnaq- saofiuoupgo1g 


oppe (ones) Dpipupo E onde u 


(NI UPA -Joga 


I$ doppo'*T (12urure]rguosqtO) 1500015. sisdoqn4o,L- 


TƏN UPA: 15$ Joan Dad 
-o1ig 1$ IPLI) 40109201418 . S99fi4010Q0.10dS. 


POISPHEM Jop ULA A pndospuap Daama : 


SIGI i5 0261 au ospiosop Hpfoap ioun opu vjooprodumg 16 yjoojred ois 


A CIoxX2O0[M) Dunozifp n423220]M | 


9XUUA (1935913) DI?UDADE D423/2201M - 


Jop ULA 9puja VIOaQSVDIUISUDII 


AAO E E ET NW AO AROA 329 A055 SA S ERE 


peyda 15 
YLIN "uo (sneuoIN) 1mapam DLOdSDIUƏSUDH 
~ euLgtus IS Zog 
g1eud (sneuaiN). Du douiso TJOdspiuasupH 
Vue 270321290 2108 spruost TE 


3edíra. npuouorimó puodsbpuasupg, 


Sun, goud úmyvmymbrun Uin2p1SDQ072I 
— DDUDAIW IP seonD:1pog] 

(19 35 meJ) aunuoDimnsdvo WUNIPISDQONAT 
.Sunuj-uoA, SUDULOSODU 01192p1$000]1, 
ssoa4 sett) suoidjoop:soofiuopug 


: Zu: UOA Tommenaeogtal sIsua7oao. sriosopod?a 
xay UOA (Grapp usnuDptu snosppodiq 


tog 
UOA (ussioyoqrp1onng) - mungen snosppod:q 


e i SEN UOA SSU9HD43SND i 8 si-i 


 uueursoa9- 9XUPIJ sni62160v. snosppodiq 


E AEM Pp uga prpotiaoqur. Sangen 


HEA Jop Ula ssuojjotnaq Daat 
uosuuegtuof .. 
75 eA Em UPA- (1102) Ruosupy Ago ou 


seng ejues. aen quiu soofiur012349 


E MEAN d9p uvA 40102200141D$ , Aide 


NLA Jop uea wunypydorpuap uoJodsossay 


 " (gyenkos 31oonpoadoi n2) 2129j1od gaies 


en 


0460 Nea 
*(046D) JojunH LG [[I249N 


(€261) "T€ 39 TA 
(0461) 124 


#0161) 19yunH 1$ TPMƏN 


' (0161) 1oppo'T 
' (9161) 
moe "A i5 seo 


(0461) Joppo'rt 
(9161) HQQL .15. 
vpueinA 9p san5rIpou 


(0161) 1o9ppo'T 
(0261) 39ppo'T 
: (0261) 49ppo'I. 
(0461) 19ppo'T 
(0261) 19ppo'T 
(0461) 1oppo'T 
(0L6T) Aopport 
(0261) JƏppo'T- 
(E461) Uosuguof I$ ` 
HEM Ja . ULAT 


(0161) IƏPPOT 


(0161). J9ppo'1- 
(0261) Joppo' 


(9261) Kajiuig-ueurzjinyr 
+(0261) Joppo'r 

= (9261). 
nem lop uea Ec Xay UOA . 


(0261) Song 


- (0161) Apport 
(0461) --19Ppo'T . 
(0461) Joppo'T 
(0261) Joppo'T 
(0461) Joppo'T 

(8461) “12 19 -LƏN 


«uz OE) "Ces Aer ase T 


_UOSTIIeH (591.3) S7u27n15 D1N1030P0U2I 
(BIETEN $ngjprudut-ouci fu? snoododfiu) 


uostileH (521.1) Sum pjmaogopoal 

uəpn uPA 2? AIME aDjnuets Dprpup,) 
əng X Uopf) UOA Xo euurie, P 

Dap uea (uos4911491Q) s?suofaauou DPp?pub) 


əma pă Ve 2t DA Paie? Pg PpEPuDD 


uox1oyg oa 2 » EM 39p uga suabu} Dpipupo 
ellIonz) 2p UOJoSUe'T 
EE 2puou22]1m6 npipup2j 
| s (K&appng- 15; 
uspn UA pnouos % Joupur] D22QUt0] Dpipub;) 
Joppo'] 2» SUƏPPIA (SSID) s:£(nono4 0prpup;) 
USIPULM (GioupurT) Du24121/01nd Dpipup;) 
` “DHOL 


i  wo1ogpue'T (p1ojusv). Sussopsdoupd^ Dpipupj. 
sbb J9ppo- P SUƏPPIA 277095 DpID'D2 


euuajy IC VP?]25 Dp?DuvD 


"wuuoW !d vpibi4f ii o 


oppo (19A n3) jp s?sdo]n.o,L 
jnouxog 
(Save, » ȚUeŢI2ISe)) sisuoruopoopit Dpipupj) 


. Jopporr. 
(səp109 . ja AE) poravyds sisdon.4o,L. 


pascal (rue (7520) 's21po2do.470pnosd Dp?puDD : 


-Kàppng 2. uepn 


uea Za (yng 39 spripeH) Dsoq.4os Dpipus)- 
f , Mou Ioa (uelozsep) GROEN Dpipup) 


jnouxJeg (uoto N) 291Dp042. Dp?PUDD 


Jopporrgsuoppra Bu?! v»pripupj) 
S fru uea ` 


Ida 001a]? Dprpub) 


"eppo'r-(sextZ) DUDTYƏS IOW szsdO]n.o.L 


PLIC ejuegogureu1oXorLAA S?]Dpuniu:Q DDipup.) 
I[[oepou sojno?j2d ppipuv) 
oxuuA CIONOO[M) DUDOR(jD DA422[2202 M 


"usässeg gráao(iawid 0j vao DSL] 


OXUuex 


I[23 3? lomo N 1undapoo4oDids wniptiodsopotal 


e 39 [94 24ngptu?uc-otut4? fu? wuntpt4odsopottor 


dojunH - MƏN uin3paoqo:p unipiiodsopotii 
[eugtd sapie UlU2td 


MOJICA P spot s7suaBoa.iouu md 
.uosueH suo19p [20tDIqtio ur vn[otd 


Ox9XQL Be 
epueuy. ap Some RIPIOQUNY. DIYE 


weya M npuowusormnb. Dad 


. JBpPO'I, supguaiu4of GIE I 
` 900 PRIA q2npno.4 Dimo1u19532 [9 
AWPN! DU440497Nd D3002(0u1/2519]3 

39A Jop 
uta, Dee ape2oon). snundsz6u0]2 saofiuuo42ppo'] 
'? 39 II2 232005 aunipriodsoono: t 
mm je Nod un p1]20 umipiuodsoono:] 


di GE! wn pM E wn pliod soono T. 


` ^ MOIRA : 
ena SpAaiegemuo Soofiuto42afin]M 

HEM Jop ULA 
3 ` (üostuH) snuptxaptu saofiuio. aN M 

i HEA 
Jap: UVA (1sismoaquroa) $1320] .sa9fituo.toafin]M 
HEM Jop: UA Gaie sipóv4j soofiuto.toafin] M 


aa, Ipn5r S21D342710 Dpuaio3b5$ I 
HEA Jop ugA- 1$ 
XIV. UOA- H Ja utprog): nuong migoidoud/ig 
ULUI. 19bu2Qm 9jmuosupg 
i weya | 
Gaiott oA *&uojy1eg (um: v). E p]nuosüpg 
weI :3215]01| Djnuo$upH 
WEYI M 02D7nsdo29 Djnuosupg 
TN vjuegpulei|.JoxorA Sgjppunuiuq pjnuosupg 
AOp«4S "dun (uesueH) pjpuioun njnuasuptf 
Jout[osnat[oS, L2» [AY 
Jop UVA oapuja 240dSD/uosupDH 


AB ANA Co ASK AEQ TALLE 1232 q RA oto esst 


quad 1 


63 


Tabelul 10 (continuare) 


iN 


Lodder (1970) 
van den Walt si Lieben- 
beti (1973) 


Johannsen (1975 d) 
Lodder (1970) 


Lodder (1970) 
Yarrow: (1972): 
Smith et al. (1976) 
van der Walt si 


"Fell (1970) 
. Lodder. (1970) 


d 


Newell şi -Hunter (1970); 


Fell (1970): 


7e 


tolopesii van Uden ` 


+ 


pin | 
Candida deformans (Zach) Langeron & Guerra 


4 


Torulopsis 
Torulopsis domeregii van der Walt & vân `` 


Kerken , r 
Torulopsis magii Vidal-Leiria , 


Rhodotorula: glutinis (Fres) Harrison: 
Torulopsis, humilis N el ër van der Walt 
Torulopsis holmii (Jórgensen) Loddler 
Torulopsis colliculosa (Hartmann) Saccardo 


Rhodotorula graminis Di Menna 
Candida ciferrii 'Kréger van Rij 


ces telluris van der Walt `` 
Saccharomycopsis lipolytica (Wirckerham et al) 


Saccharomy 


Johannsen : 
Torulaspora delbrueckii (Lindner) Lindner 


Yarrow. a pat P 
Stephanoascus 'ciferri Smith, van der Walt & 


Rhodosporidium malvinellum Fell. & Hunter 
Wickerhàmiel la domercquii van der Walt 
Zygosaccharomyces rouxi i (Boutroux) Yarrow 


Saccharomyces dairensis Naganishi 


Rhodosporidium toruloides Banno 
Saccharomyces exiguus Hansen 


sînt reproducerea vegetativă, ca- 
pacitatea fermentativă si asimi- 
larea nitratului, inositolului și 
"efWritohilub, € 2 104 EM m 
| Cheile pentru un număr li- 
“mitat de specii (de “exemplu 
"drojdii de “importanţă clinică). 
: necesită; mai puţine. criterii. de- 
cît cele pentru grupe mai mari. 
“Pentru aceste drojdii. sint dis-. 
sh ek comercial seturi de 
teste în care sînt -utilizate în 
principal reacţii de asimilare. 
Testele iau'în mod obignuit.mult , 
mai puțin timp decit metodele 
conventionale. Aceste sisteme 
dau. rezultate comparabile. și 
reproductibile (vezi. 'subcap. 
13151 ` PB : 
Datele dsupra tulpinilor de 
,microorganisme -inclüzind.'ca- 
racteristici morfologice ai fizio- 
logice pot fi înmagazinate î în cal- 
culatoare (Bryant,.1983) si uti- 
lizate pentru. identificarea droj- 
; diilor (Kirsop şi colab., 1985).. 
„Ar fi inutil de subliniat cá . 
“particularităţile incluse î în cheile 
"care: conduc. la un nume de spe- 
cie.nu dau o descriere completă 
a speciei. Deşi anumite specii 
sînt caracterizate printr-o sin- 
gură trăsătură morfologică, fi- 
ziologică -sau ecologică şi-siste- 
“maticienii experimentați pot re- ` 
cunoaşte. speciile. respective ca: 
şi altele după cîteva caractere, 
“de obicei corectitudinea: unei 
identificări trebuie controlată 
prin | compararea trăsăturilor 
unei tulpini cu: acelea. ale de-. 
scrierii standard complete a unei 
~ specii. Aceasta -este necesar (1). 
„ deoarece. tulpina poate aparţine . 
unei: specii noi, nedescrise, | pe. 
care cheile o indică drept: ospe- 
..cie descrisă: (în realitate tulpina 
- diferă. de: specia. descrisă în alte: 
privinţe -decît 'cele- incluse ca 


particularităţi în chei) si (II) deoarece o eroare în observaţie: sau in tes- 
tarea unuia. din. caracterele incluse Zu cheie, pe conduce la un nume 
incorect. 


pis Ed METODE DE LABORATOR PENTRU IDENTIFICAREA + A 
MT DROJDIILOR | 


Prezentul capitol presupute Ein ii in / general a. tehnicilor 
microbiologice şi ia in consideraţie numai acele metode bine încercate, 
inclusiv de autoare (Herlea, 1972; 1980, 1987), consideráte ca cele mai . 


utile pentru identificări sau acele metode . care sini cel mai comun 
utilizate. 


Dra LEN RA 


telor este impor tantă in. sistematică, compar: area... ráspunsurilor. tr buie 
realizată in. condiţii identice. În REECH au. fost. elabor ate anumite teste 


Detalii atăt h di unei |. metode test sint. taro cad de: Zen si 
cantitatea de inoculum, compozitia mediului, aparatura utilizată, timpul 
şi temperatura. de incubare, modalitatea de evaluare.:a. rezultatelor 
testului. 

“Pentru a fi utilizată în, sistematică, este de dorit CO o proprietate 
a unei, drojdii să fie constantă în condiţii, standard; Este recunoscut însă 
că mai multe proprietăți manifestă variaţii. Drojdiile.. sînt examinate sub 
formă! de culturi dezvoltate pe anumite medii, ceea ce: înseamnă: că, selec- 
tia este iniţiată din. momentul izolării, Menţinind. drojdiilé O perioadă pre- 
lungitá pe aceste medii, “selecţia iniţială se prelungește si se poate ajunge 
la un produs destul de constant, care totuşi diferă de organismul originar. 
Utilizarea culturilor. liofilizate poate diminua considerabil riscul modifi- 
cării proprietăţilor, deşi selecţia nu: este exclusă în întregime. 

Pentru testarea diferițelor , proprietăţi; ale drojdiilor este necesară 
în prealabil verificarea purității culturilor de examinat, care ulterior pot 
fi. mentinute-.pe mediu agarizat, înclinat, cu; extract de: malt-extract de 
drojdie-glucoză-peptonă (MYPG), extract de drojdie-glucoză-peptonă 
(YPG), sau extract de malt. 

Pentru teste taxonomice-temperatura.de,incubare a drojdiilor este 
obișnuit de 25°C, desi temperaturile optime de dezvoltare sint mai mari 
pentru unele drojdii. şi mai mici pentru altele (vezi Stokes, 1971). Anumite 
drojdii, eum sînt speciile: genului Leucosporidiuni, se dezvoltă: numai la 
temperaturi de sub 25*C.: Tulpinile de Hansenula jadinii (Candida utilis) 
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. 


sau Saccharomyces :cerevisiae^se pot:dezvolta mai rapid là 30°C decit Ja. 
25*C. În general, însă, majoritatea: drojdiilor care se dezvoltă slab-la 30°C 
crese bine la 25°C. De asemenea, testele: de dezvoltare pot fi efectuate în. 


condiţii optime la 25*C pentru drojdii care, în anumite condiţii, sînt izo- 
late dintr-un habitat natural cu o temperatură mai scăzută. Explicaţia. 
acestui din urmă caz ar îi că o parte din celulele populaţiei se dezvoltă . 


la 25*C (Buhagiar si Barnett, 1971)... 


13.1. EXAMINAREA MICROSCOPICA ` 


13.14. ASPECTUL MICROSCOPIC AL CELULELOR VEGETATIVE 
| | | NEFILAMENTOASE SETAT 


Scopul examinării microscopice a celulelor vegetative de drojdii este 
în esenţă aprecierea următoarelor aspecte: — modul de reproducere, prin 
inmugurire şi/sau sciziune; — în cazul formării mugurilor, locul apariţiei 
lor pe celula-miamá si tipul de legătură între cele două celule; — forma si 
dimensiunea celulelor vegetative. | | LS 

Procedeu. Pentru a face observaţii 'reproductibile se utilizează con- 
ditii standardizate corespunzind examinării culturilor de;drojdii aflate în 
faza exponențială de creştere într-un mediu chimic definit (mediu pentru 
studii de morfologie). Aceste condiţii ideale sînt greu de realizat datorită 
diferențelor modului de dezvoltare între diferitele tulpini. În mod obis- 
nuit pentru' studii morfologice se insáminteazá cu ansa o cantitate apro- 
ximativ egală‘ din fiecare-cultură aflatá în stare de dezvoltare (24—48 ore 
pe YPG inclinat) in 20 ml mediu sintetic pentru studii de morfologie in 
flacoane Erlenmâyer de 50 ml. Dupá 3 zile de incubare la 25...28?C este 
examinată microscopic cultura, pe preparate proaspete între lală si lamelă 
- (obiectiv 40x). | E Pa hi M 

“Pentru determinarea formei şi dimensiunii celulelor, se măsoară lun-. 
gimea si lăţimea acestora (după calibrarea micrometrului ocular 7x faţă de 
micrometrul de platină Observat cu. obiectiv 40x), inregistrindu-se valorile 
extreme obţinute pentru cél puţin 20 de celule din fiecare tulpină dë . 
levuri. Din valorile "obţinute se călculează lungimea: și lăţimea medie $i 
raportul lungime-lăţime'(L/l) care. serveşte la evaluarea formei. celulare. 
Dimensiunile sînt date de gradul de variaţie a lingimii si látimii celule- - 
lor, iar coeficientul L/l este considerat drept indicele cel mai precis pentru . 
evaluarea morfologiei" celulelor. (Kocková-Kratochvilová si colab., 1963, 
1964). . i 5 

. Forma celulelor vegetative ale levurilor este utilá drept criteriu taxo- 
nomie 'deoarece: este! strîns legată de modul în care ele au luat naștere 
(van der Walt, 1970). Stabilirea formei şi dimensiunii celulelor cu ajutorul 


coeficientului L/L poate fi aplicată la mortotipizarea intraspecificá sau - 
coimparaţia tulpinilor înrudite. | 
| 1312/PRODUCEREA DE FILAMENTE | 
ÎN Drojdiile se deosebesc între ele prin capacitatea de a produce fila- 
mente; desi toate speciile: formează, in anumite condiţii, celule izolate. De 
exemplu, Cryptococcus albidus nu produce filamente; Saccharomyces cere- 
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visiae poate: forma pseudóhite (pseudomiceliu); Candida albicans formeazá 
atit pseudohife cit si hife adevárate (propriu-zise), iar Trichosporon agug 
- tile produce hife adevărate. ` 

.. Scopul examinării microscopice este “stabilirea existenței sau’ 'abséntet 
dezvoltárii filamentelor si in caz afirmativ stabilirea tipului de filamente 
si a tipurilor de celule care'cresc din filament (dacă este cazul). 

"Procedeele determinării acestui caracter au fost: dezvoltate: empiric 
. furnizindu-se 'condiţii care să. favorizeze formarea filamentelor de către 

drojdii. ^ 

Procedeul culturilor pe lame. Se sterilizează cutii Petri. care conţin 

un, disc de hîrtie de filtru de:dimensiuni corespunzătoare cutiei și un su- 
port reprezentat de o baghetá de sticlă îndoită în forma literei U; pe care 
se așază două lame de microscop şi două lamele foarte curate. Lucrind 
steril se topește mediul de. cultură .(cartof-glucozá-agar plus tween 80) 
și se toarnă într-o altă placă Petri sterilă. Cu ajutorul unei pense sterile, 
lamele de microscop sînt scufundate în mediul lichefiat fierbinte si reaşe- 
zate imediat: pe:suportul de sticlă::După solidificarea mediului-de pe lame, 
drojdiile din “culturi aflate în fază activă de dezvoltare (24—48 ore pe 
YPG înclinat) sînt inoculate cu o 'ansă cu fir drept în trei striuri paralele 
. cu lungimea lamei.. Pe o porţiune a liniilor de insámintare. este plasată 
lemela sterilă. Capătul liniilor de însămînţare:trebuie sá se afle la 1 cm 
de marginea lamei deoarece în această zonă se formează cantitatea .cea 
mai mare de pseudomiceliu. Hirtia de filtru: umezitá cu apă distilată ste- 
rilă împiedică uscarea în timp a mediului agarizat..Incubarea se realizează 
. in: mod obişnuit la 25*C. După curățirea mediului agarizat de pe. dosul 
` fiecărei lame, culturile sînt examinate. la microscop zilnic sau Ja două 
zile, timp. de două săptămîni (se examinează zonele de sub D din jurul 
lamelei). TR. x 


Tehnica plácilor-Dalmau. Se toarnă in pisei; Petri mediu agarizat pen- 
tru studii: de morfologie, lăsîndu-se plăcile 1—2 zile pentru uscarea per- 
fectă a suprafeţei. Inoculul provenit dintr-o ‘cultură “proaspătă dezvoltată 
pe mediu YPG inclinat este insámintat pe traseul unei singure linii din 
apropierea unei margini a plăcii (aproximativ în poziția care. ar reuni pe 
cadranul unui ceas ora 10:cu ora 2). În plus se practică o inoculare în două 
puncte plasate în apropierea marginii opuse a plăcii (in poziţiile: care ar 
indica ora 4 si ora 8). Porțiunea centrală a liniei de inoculare si una din 
inoculările punct sînt. acoperite cu lamele sterile. Plăcile sint incubate la 
25°C.: După 6—8 zile sînt examinate: microscopic . celulele de la capetele 
liniei de inoculare, cele de sub lamelă şi, de asemenea, celulele coloniei 
dezvoltate în punctul de. inoculare, în 'aerobioză si anaerobiozá. (sub 
lando 


` Aceleași plăci pede O pot servi. pentru per pure ca- 
racterelor de cultură. 


i 


1.3.1.3. EXISTENȚA BALISTOCONIDIILOR 


Determinarea: "—— balistoconidiilor reprezintă” testul: decisiv în 
identificarea unei drojdii ca apartinind Fam. “Sporobolomycetaceae cu ge- 
nurile: Bullera, Sporobolomyces sau Sporidiobolus. 


5* ET 


- Procedeu.: Se toarnă. într-o-placă Petri mediu agarizat (cu extract de 
malt; cartof-glucozá sau mălai). După solidificarea. şi. uscarea perfectă a 
suprafeţei, mediul se inoculează cu drojdia de testat în striuri. paralele cu 

cele două diametre, în unghi drept. 


a 


-Placa inoculată (fără capac) se întoarce peste: o altă placă: Petri 
(fără: capac)::ce „conţine același mediu. agarizat pe “suprafaţa căruia este 
plasată: o lamă de microscop sterilă. Cele două cutii în poziţia menționată 
sînt prinse una de cealaltă cu. o-bandá-adezivá aplicată de-a lungul între- 
gii circumferinte in zona de contact. Se incubeazá la — 20?C timp de 
piná la 3 săptămîni. Balistocondiile descărcate formează colonii: (în oglindă) 
pe mediul din placa inferioară, iar lama colectează balistoconidii care pot 
fi examinate microscopic. i 


"1344 PREZENȚA ASCOSPORILOR | 


Examinarea microscopică a:ascosporilor are. ca. prim scop stabilirea , 
capacităţii sau :a incapacității de. a. produce. ascospori, ceea. ce caracteri- 
zează drojdia‘ de testat. ca ascosporogenă sau anascosporogenă. În : cazul 
drojdiilor ascosporogene testul urmărește în continuare: modul de: produ- 
cere'a ascosporilor: — din celule vegetative obișnuite, fără :conjugare 
anterioară; — după conjugarea a :două celule vegetative; —. după conju- 
garea :dintre. o celulá-mamá si mugurele său, ca':şi cercetarea formei si 
dimensiunilor ascosporilor si ascelor. ^ = 


D 


Examinarea microscopică a ascosporilor este de cea mai mare utili- 
tate in identificare în 'cazul în care'ascósporii sint produși: cu uşurinţă. 
Există însă mài multe situaţii: in care ascosporii nu, pot. fi observați; 
mediile utilizate sînt inadecvate pentru drojdia analizată; — tulpina 
este heterotalică si háploidá; — ascele sînt dificil de observat si observa- 
torul insuficient. de experimentat pentru a o face; — drojdia esté anasco- 
sporogenă. Pentru primul caz, se recomandă în vederea testării producerii 
ascosporilor. utilizarea mai. multor medii. 


. Procedeu. Culturile de: studiat sînt aduse: mai întîi într-o stare de 
creştere activă şi nutriţie optimă prin subcultivare. pe mediu YPG la:25*C, 
timp de 24 pînă la 48 ore. De regulă mediul de presporulare este impor- 
tant. pentru rezultatul téstului. Mediile se ascosporulare turnate: şi solidi- 
ficate în plăci. Petri sînt insámintate şi incubate la temperatura optimă de 
dezvoltare timip de:3 zile înainte de: prima examinare: microscopică. Mate- 
rialul care nu a sporulat este menţinut în continuare la temperatura came- 
rei:(7720?C) timp de: cel puţin 6: săptămîni ^$i “examinat “la intervale 
sáptáminale. ^ | ! SE? 

Formarea ascosporilor se verifică prin examinarea la, microscopul cu 
imersie: a preparatelor. (frotiuri) „colorate -diferențial după metoda. Kuiie- : 
rath cu carbol-fucsiná, modificată. Metoda implică următoarele faze: 

— fixare la flacără; | 

— colorare cu fucsiná Ziehl-Neelsen: 2—5 minute, incálzind de douá 
ori pînă la emisie.de vapori; TI G 

— spălare cu apă de robinet după răcire; | | 
a -decolorare eu. un amestec de HCl. 10% (2 p) si alcool. etilic 96° 
(1.p) timp de 30 s;. TC MNT PEN xh 

— — spălare cu apă de robinet; 
RK 


„i— recolorarea cu albastru de metilen fenicat 10/, timp de 1:—2- min; 
— spălare cu apă de robinet; uscare. | Fri 98 | 4 
La examenul microscopie: ascosporii maturi: apar colorati în roşu! iar 
celulele vegetative în albastru. ` u 11 a 
Printre cele mai eficiente medii de ascosporulare sint considerate ur- 
mătoarele:. V-8; Gorodkova; acetat agar Klein; YPG:cu. extract de malf si 
extract de malt agarizat. Ascosporii pot fi de asemenea observati în apro- 
pierea marginii lamelelor. din.culturile pe lame dezvoltate pe mediu agari- 
zat cu mălai. wi Sen ^ chili alia i mom. o 
Diferitele medii de sporulare utilizate, de obicei, permit o dezvoltare 
- limitată sau uneori chiar nu permit dezvoltarea, de: exemplu, cînd. azotul 
utilizabil este absent sau în cantitate: foarte mich, Pot fi încercate diferite 
temperaturi de incubare, în general mai ;mici decît temperatura optimă 
de dezvoltare. Sporularea este adesea limitată la o regiune restrinsá a 
culturii. în striuri. Speciile. anumitor genuri pot sporula preferential pe 
un mediu special, de exemplu speciile: de Saccharomyces pe acetat agar. 


1.3.1.5. PREZENȚA TELIOSPORILOR 3 


.. Genurile de drojdii. basidiomicete : cuprind atit specii homotalice „cit 
și heterotalice care. pot apare in ciclul: biologie ca haplofază, diplofază si 
fază dicariotică. Nu toate trei fazele apar în mod necesar la toate. speciile. 
Formarea teliosporilor diploizi sau a sporilor sexuaţi omologi. teliospori- 
lor .este o caracteristică a, acestor genuri:, Atît modul de formare cît. și 
germinarea teliosporilor diferă în funcţie de gen (si specie) si sint influen- 
Tate, de condiţiile de mediu, fiind favorizate, în mediile deficiente nu- 
tritiv,, | j à ri p » ! 1 48 KE bd " " fs Q «JJ " 
„Procedeu, Pentru: geniul Leucosporidium, cînd se lucrează cu culturi 
haploide, de.tipuri de împerechere compatibile, acestea se insüminteazü 
pe mediul adecvat (făină de porumb agarizată) .amestecindu-se direct pe ` 
suprafaţa agarului. ^ ^" ^ . 8 E Gët oi e val 

Incubarea se. realizează diferențiat . în funcţie de specie: la: tempe- 
ratura.camerei sau la 5... 12*C în. cazul speciilor psihrofile. Examinarea 
se realizează după; 3—5 săptămîni, perioadă necesară teliosporilor pentru 
a ajunge; la; maturitate. Pentru a observa germinarea lor, sporii se lasă 
la înmuiat in: apă distilată-sterilă la. 5... 12°C intre 1 și 12 săptămîni, după 
care se trec pe apă agarizată mentinindu-se la aceeaşi temperatură. Germi- 
narea, poate fi analizată după 1—2 săptămîni. soi lojo o7 q 


La genul Rhodosporidium formarea: teliosporilor: poate fi observată ` 
după aproximativ două, săptămîni: de Ja însămînţare pe. făină. de porumb 
agarizatà. — . buts IT 1 e] l 
. . Germinarea lor.este efectuată prin înmuierea prealabilă în apă disti- 
lată la temperatura camerei. timp de A săptămîni si apoi transferul celu- 
lelor. pe extract de malt agarizat cu menţinerea: la aceeaşi temperatură. 
Observațiile asupra germinării. pot fi făcute după 1—2 săptămîni (van der 
Walt, 1970).. Pentru formarea.telio- sau clamidosporilor la Syringospora 
(Candida):albicans:au fost recomandate mai multe: metade şi medii dato- 


ritá valorii de diagnostic a testului... | Wis "a der 
.Obisnuit se utilizează tehnicile culturilor; pe lame sau a plăcilor 
Dalmau cu: făină de porumb agarizatá. În general sporii se formează in 
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decurs de 7—10 zile la 25?C (la 37*C. formarea Jor este suprimată). Ger- 
minarea poate fi efectuată prin transferul. sporilor maturi pe mediu cu 
sulfat de amoniu 0,1%% agarizat, la 28°C, timp de 1—4 zile.: 


1-23 EXAMINAREA CARACTERELOR DE CULTURĂ. ”- 


-: Dezvoltarea pe' medii lichide.: Caracterele culturăle macroscopice se 
cercetează pentru tulpinile de. levuri dezvoltate pe medii lichide si pe 
Pic o OILE Cand i dies ende Ve st Mega US. HP e po iii 
„1: "Observațiile realizate în'urma creșterii pe medii lichide se referă la: 
 formaiea peliculei pë suprafaţa mediului, a unui ninel la limita de sepa- 
rare dintre 'suprăfaţa mediului lichid si peretele vasului de culturá si 
formarea ünüi depozit pe fundul vasului. EL di Su La. 
oq 'Foritiareà:pelicülei, parţial asociată cu nevoia de oxigen: a levurilor, 
este caracteristică anumitor generi si specii care se disting prin aspectul 
peliculei şi timpul necesar formării ei. Unele drojdii formează o peliculă 
“subţire care începe së sp dezvolte imediat după inoculare, adesea sub 
" forma unor insule pe supráfata lichidului si acoperind complet mediul în 
' câteva 'zil6/'De' obicei rămîne subţire și cutată, iar în timp se “poate rupe 
şi scufundă. Alte drojdii formează încet o peliculă strălucitoare care de 
^ óbicei se dezvoltă dintr-o zonă inelară din jurul peretelui vasului. Drojdi- 
"ile miceliene formează! o' pieliță “groasă, rezistenţă, la 'suprafaţă, care se 
poate dezvolta in jos în mediu sub forma unei mase viscoage dense 
dera TO55j «voee Hen e a EOS EEUU BUS TC AR " ee 
"+." Pelicula formată de unele drojdii pe peretele vasului („inelul“) re- 
prezintă o altă caracteristică a unor: culturi pe medii lichide corespunzind 
. porțiunii dezvoltate în condiţii de aeratie mai bună și aprovizionarea cu 
substanţe. nutritive: mai dificilă. în aceste porțiuni cu aspect cátárátor 
“bine delimitat, sau ca un film subţire, se pot forma spori 'cînd' ei nu sé 
dezvoltă în restul lichidului. | i i 
“Cunoaşterea: caracterelor de: cultură pe medii lichide, caractere. core- 
. Jate:cu propristăţile fiziologice şi genetice (de exemplu, modificarea rela- 
ţiilor- dintre“ celule hàploide şi diploide ale:unei culturi; celulele haploide 
. si respectiv diploide sedimentează. diferențiat) este importantă in rezolva-. 
"rea unor: probleme (fenomenul de floculare, controlul: aerárii) ridicate in 
"tehnologia obţinerii berii, a proteinelor celulare şi altele. i 


| Procedeu. Aspectul dezvoltării “unei: culturi pe mediu lichid poate fi 
notat în. aceleași condiţii utilizate pentru determinarea formei si dimen- 
- siunii celulelor. :Drojdiâ Se insáminteazá în flacoane Erlenmayer de 50 ml 

conținînd mediu lichid pentru studii de morfologie. După incubare la 
25... 28*C, cultura dezvoltatá se examinează la 3 zile si din nou în urma 
menţinerii la temperatura camerei după 4 săptămini. unu 
Dezvoltarea pe medii solide, Pe medii de cultură solide se notează: 
tipul coloniei care poate fi S (smooth) — netedă, R (rough) — rugoasá sau 
R/S: —' intermediară; marginea! ei (dreaptá, lobată, cu àrborizatii) si 
. culoareá: conferită de-un pigment mai mult sau mai puţin specitic. Aceste 
deosebiri în aspectul coloniilor dezvoltate. pe medii solide sint expresia 
unor diferenţe ale: modului de crestere.al celulelor individuale, 'părticu- 
Jarităţilor: lor morfologice. şi fiziologice, : stării diploide sau: Haploide.: For- 


TO 


mele R şi S ale unei specii au în mod normal proprietăţi fiziologice echi- 
valente din punct de vedere calitativ . dar nu si cantitativ; (de exemplu 
producere de. alcool). . 


Culturile dezvoltate pe mediu solid poesi agarizat Gen studii de 
morfologie) pot.avea o consistenţă mucoidă, grásoasá, friabilá, păstoasă. 
Dezvoltarea mucoidá. este frecvent asociată cu producerea materialului 
polizaharidic extracelular capsular. 


Prezenţa pigmentilor carotenoizi e^ portocaliu, roșu) este foarte 
caracteristică de exemplu pentru genurile Rhodotorula şi Sporobolomyces, 
în timp ce producerea unui pigment necarotenoid (rosu-purpuriu) este 
tipică, de exemplu, pentru Metschnikowia pulcherrima. Marea majoritate 
a drojdiilor. însă formează culturi cu nuanţe de la alb la crem. sau cafe- 
niu deschis. În general culoarea serveşte în mică măsură scopurilor. de 
diagnostic. 


Procedeu. Pentru descrierea aspectului căloniilog şi culturilor pot fi 
luate în consideraţie observaţiile realizate pe plăcile insámintate. dupá 
tehnica Dalmau utilizată pentru testarea pseudomiceliului.: Se notează 
aspectul coloniilor după 6—8 zile de cultivare la 25?C. 

La nivelul aceleiași culturi pot apărea variaţii R si S ca si modificări 
de la S la R. Aceste modificări nu sint aparente numai din aspectul si con- 
sistentà culturii în striuri, ci de asemenea, implică forma şi asocierea 
„celulelor ca si formarea peliculei. Cultura Jucioa să, S, de consistenţă 
moale, se modifică într-una mată, rugoasá, de consistență dură; celulele 
rotunde pînă la. scurt-ovalare, unice sau ín perechi, devin mai alungite 
şi produc formaţiuni "arboriforme; absența. pseudomiçeliului _ urmează 
calea dezvoltării unui: pseudomiceliu bine constituit. La „drojdiile. mice- 
liene ecietä o tendință de a produce mai multe hife și mai puţine celule 
care înmuguresc, de asemenea mai puţini artrospori. Wickerham. (1964) 
recunoaşte aceste modificári.ca mutații de la forma fermentativă la cea 
oxidativă, mutații cu. stadii de tranziţie în care sînt implicate mai multe 
gene. El a studiat fenomenul la Hansenula petersonii şi a propus teoria 
după care genele în chestiune nu suferă mutații individuale ci sint contro- 
late de alte gene care reglează: metabolismul în acord cu mediul... Modifi- 
cárile metabolice implică: o. descreştere a capacităţii fermentative, utili- 
zarea altor! metaboliți! in loc de zaharuri si producerea de structuri mole- 
culare hidrofobe în loc de hidrofile pe peretele exterior. În felul acesta, 
„mediul influenţează puternic variaţia S/R. De exemplu, forma Sla: Han- 
senula petersonii apare a fi stabilă pe mediu agarizat cu peptonă, glucoză, 
extract de drojdie si extract de malt (MYPG), dar pe malt-agar tipul. colo- 
niei se modifică de la S la.R.. Această modificare a tipului colonici pe 
malţ-agar se observă la multe drojdii. 

Influența variației S—R asupra formării pseudomiceliului determină 
ca această din urmă trăsătură să aibă o valoare limitată pentru diferen- 
tiere. De exemplu, în cadrul primei distincţii între genurile Candida și 
Torulopsis, după prezența, sau absenţa. pseudomiceliului, puţine specii cu 
„culturi S au fost mai întîi clasificate ca specii de Torulopsis, dar. după 
modificarea în forma R, ca specii de Candida. În plus, anumite tipuri de 


pseudomiceliu apar dd formele, S, cum sint Pseudohiietg, a la. dE 
albicans. à, 


SENIORE T 


x TESTAREA CAPACITĂŢII DE UTILIZARE A. 
glia beiden ORGANICI CA UNICĂ SURSĂ DE 
CARBON PENTRU DEZVOLTARE ÎN AEROBIOZĂ 


5e practică mai multe'tipuri de teste în scopul de a diterdaliă V nume- 
statie specii (uneori si genuri) de drojdii în funcție de ‘capacitatea lor 
- diferită de a utiliza anumiti compusi organici, fiecare constituind unica 


E eta de. para „pentru scz Lista comptișilor (tabelul 11) 
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` Tabelul 11 


"dti Lista testelor utilizate: pentru: cáracterizarea si identitiear ca grote: 


j ym E UIT 1 í $ 1 í i 


Férmentatie. Eemianaerobà ` 
D-glucozá.. 

D-galactózà ` 3 
Maltozä i: TË ilc 
Met Digg ice tsditărt 
Zaharozá - ea 
a-a-Trehaloză , 
Melibiozà ` 

Lactozá . 

Celobiozá ` 

Melezitozá 

Rafinozà 

:Inuliná 

Amidon , 


“Utilizare şi creştere î în aerobioză 
“Compuși! ca unică sursă de carbon 


D-galactoză ` 
L-sorbozá 
D-glucozâmină ` 
D-riboză .. 
D-xiloză. . 
L-arabinozá 
D-aranabinozi 
L-ràmnozà:: l i 
Zaharoză l Jaa nn ! du 
Maltozá. „i... Rz 
a-a-Trehaloză n TU 
Metil a-D-glucopiranozid 
Colobioză 
Salinciná 
Arbutiná 
Melibiozá 
Láctozà 
Rafinozà 
Melezitoză 
Inulinà 
Aniidon- 


UE 


us 


"Compiüsi ca unică sursă de azot 


„Nitrat. 


N itrit ' 


`" Btilaminaá 7 
+ L-lizinà: 


Cadaverină. 
Creatinină 
Creatină ^ 


Dezvoltare ; în aerobiozá . pe, medii. cu 


D-glucoză ca unică sursă de carbon şi: 


— fără. vitamine KÉ 
— fără. myo-inositol . 
— fără pantotenat . 

— fără biotină | 


i— fără tiamină ||. n | 


— fárá.biotiná şi! tiaminá: 


— fără piridoxină 


— fără niacin | 
— fără acid folic: 


— fără PEEGHHUDC Ali 


— la; 259C d 


Cs RO Ja SC RE, e 


— là 35°C 
— la/37?C' 


i da 42C; viii d i 
— cu 0, 010%; ANa 44. À 


— cu. 0,10 cieloheximidă 
— cu 5009 D-glucoză 
— cu „60% eier ; 


Teste. adiționale ` 


“Formarea amidonului 


Pr oducerea! de. acid. acetic: 
Hidroliza ureei 


“Reacţia DBB iq Blue EN 


1 yy ter 3 TEC ` { ; (Tet a di i și: arie M S PUO 
SI NU. AINE et ARRP AR pepe A SLM ER ARAS Qi" ANCORA Eë d 


e fm car acterizarea: taxonomică a speciilor dată de. Barnett si colab. (1963), rás- 


punsurile la teste: sînt notate cu: 
ch pozitiv, e) riuin an 
— negativ 

"răspuns întirziat 57 “Ala” : 
S răspuns pozitiv lent 


r 


12 ! 


AN răspuns. tue slabit ni sogni 
V răspuns, variabil . rea, at 
Pi necunoscut "2 


Tabelul 11:(continuare) 


Glicerol 

Eritritol 

Ribitol .., 

Xilitol 
L-arabinitol 
D-glucitol - 
D-manitol 
Galactifol 
mio-Inositol: 
2-ceto-D-gluconat ` 
2-ceto-D-gluconat 
D-gluconât 
D-glucuronat 
DL-lactat 


D-glucono-1,5-lactoná 


: Kë "PUES (Ce Steg ND 
Balistoconidii simetrice *' 


Aspectul :şi reproducerea. .. 


'Colonii roz ' 


Celule care înmuguresc | 


, Inmugurire polară 


Celule care se. divid 
Filamente 


" Pseudohife 
: Hife;septate | 


Artroconidii, 
Balistoconidii 


" t 


.Ascosporogene |. i! E. omnt 


Ascospori .rotunzi, ovali, conici 
„sau, reniformi: 


Pa Ascospori în formă de 
Citrat ` | pt "E | i 
Metanol ` | Ni Saturn sau 
Etanol abs. wéi de ^— nucdà | 4 E 


include zaharuri, :alditoli şi acizi organici. În ultimii ani din lista com- 
pusilor téstati sint omisi cei cu o valoare scăzută de. diferenţiere şi cei. 


?oc eg o 


care datorită unei asimilări lente sau slabe pot da rezultate: neconcludente: 


arbutină, 'salicină, glucono-delta-lactonă, D-glucozamină, decan. și hexa- 
decan: i: LR, Té AHE p Satz 
In taxonomia drojdiilor aceste teste sint numite în” mod curent’ prin 
tradiție, de „asimilaţie“, pentru a le deosebi :de:cele de „fermentație, deşi 
asimilarea reală de către celulă a hidrocarbonatului utilizat en sursă de 
carbon are loc atît în eursut proceselor de dezasimilatie"fermentative ct 
Și oxidătive (van der Walt, 1970). LE fiiv ént AC ët lu 
Testele de ,asimilatie« se folosesc pentru aprecierea” capacităţii fic- 
cărei drojdii de a utiliza compușii respectivi pentru creșterea în aerobioză. 
Ele trebuie. realizate la temperatura” optimă, de “dezvoltare, pentru spe- 
iile mezofile (marea majoritate) normal la 25... 286. "` ber date tt 
„Vâloarea pH a mediului poate influența asimilarea compuşilor, în 
Special în cazul acizilor organici. Capacitatea sau incapacitatea unei tulpini 
de drojdii de a utiliza un compus cu, carbon sînt dependente de, factori 
de permeabilitate, de. prezenţa. unor sisteme. enzimatice specifice, exis- 
tind posibilitatea unor. căi catabolice diferite pentru. metabolizarea unui 
Sihgur substrat sau a funcţionării aceleiaşi .enzime care.sá poată fi respon- 


f N 
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sabilă de degradarea si asimilarea mai multor compuşi (ca in cazul fB-glu- 
cozidelor: celobioza, arbutina si salicina). 

În taxonomia 'drojdiilor testele de „asimilaţie“ sint utilizate în princi- 
pal pentru identificarea şi. caracterizarea tulpinilor din punct de vedere 
fiziologie si nu în scopul furnizării unor informaţii privind căile biochi- 
mice de metabolizare. a compușilor respectivi. "91013 Pe CO 
„Metodele de testare sînt prezentate în continuare. 


Pe mediu lichid. Se utilizează tuburi test (180 mm/16 mm) conținînd 
o cantitate standard de mediu-lichid: 5 ml. Mediul (YNB) contine sursa 
de carbon într-o concentraţie standard (50 mM) echivalentă concentrației 
D-glucozei utilizatá ca sursá de carbon în proba martor pozitiv. Se reco- 
mandă utilizarea unor- substanțe chimic pure de calitate superioară pen- 
tru a evita rezultate fals pozitive. (Atenție specială pentru: polizahari- 
dele parţial degrababile ca amidon solubil și mai ales insulină; maltoză 
care poate contine urme de glucoză etc.) 

"Se prepară un mediu nutritiv bazal de 10 ori mai concentrat pentru 
fiecare din sursele de carbon, utilizate ae „sterilizează prin . filtrare, 
păstrîndu-se la frigider pînă în momentul utilizării. Cantități de 0,5 ml 


soluţii sterile sînt pipetate aseptic în tuburi (160/16 mm) conținînd 4,5 ml 
apă distilată. sterilă... După agitare tuburile:pot fi inoculate. Pentru a nu 
influenţa rezultatele . asimilării, valoarea pH -a mediului. bazal trebuie 
„să De de 5—5,6 (se ajustează. cu. NaOH 100/ în cazul variantelor de mediu 
care conţin acizi organici sau sărurile lor). Cînd. se utilizează ca sursă de 
. carbon. amidon solubil, inulină .sau vi mm mester respective (0,59 
hidrocarbonat) nu se sterilizează prin. filtrare, ci dupá| o prealabilă dizol- 
vare 'în apă distilată "prin ușoară încălzire deasupra flăcării, se reparti- 


- geazá in cantităţi-de'4,5 ml în tuburi test. Tuburile test se sterilizează prin 
autoclavare : (15. min. la. 1. bar), şi după. răcire în fiecarestubi se. adaugă 
0,5 ml mediu bazal steril, de 10 ori mai concentrat: ` | 
isi». Pentru inoculare se suspensionează o cantitate dintr-o cultură in 
creştere activă pe YPG agarizat (24—48 ore) in mediul lichid (YNB) lipsit 
de. orice. sursă! de: carbon: (martorul negativ), astfel. încît, suspensia sá'con- 
ţină ~ 25-109 celule/ml (Ag ~ 1). Fiecare tub este inoculat cu 100 ul 
suspensie. standardizată si incubat la, 25°C.. i | 
^; Prepararea inoculului: si standardizarea lui sint importante şi necesare 
pentru evitarea unei interpretări eronate à testelor de. „asimilare“ deter: 
minatá de utilizarea : rezervelor intracelulare dän levuri, în: cazul: unui 
inocul mai bogat. În lipsa unui aparat pentru determinarea. densităţii op- 
. tice inoculul poate fi standardizat prin, alte tehnici. verificate (Herlea, 
1971 a, b, 1972)... Niere a ee 
"Tuburile test. de. „asimilaţie“ nu pot fi incubate împreună cu cele. de 
fermentație, deoarece, urmele de alcool etilic format in cursul fermenta- 
Gei pot determina creştere în tuburile de asimilatie ducind la rezultate 
„Pentru testarea utilizării surselor de carbon în mod obișnuit se folo- 
sese tuburi staționare într-o poziţie uşor înclinată pentru a îmbunătăţi 
aerarea prin expunerea unei suprafețe cît mai mari; de lichid si se agită 
ou mînă zilnic. În condiţii de agitare: continuă, mecanică, rezultatele se 


fille de realizare a testului (Ahearn si colab., 1960). Pentru-.drojdiile care 
sedimenteazá rapid sint utile tuburile în: T. (tuburi Monod): (Barnett: și 
Ingram, 1955) supuse. agitării, deși. folosirea lor implică. unele inconve- 
niente. .. GIE "E" p aer: Aw traite ome i da 
Aprecierea creşterii se. face-în comparaţie: cu martorul pozitiv. şi 
martorul negativ, avîndu-se: în: vedere posibilitatea: unei oarecare .dezvol- 
tări. şi în:martorul negativ. Măsurători obiective (care pot fi calibrate: în 
termeni de greutate uscată) pot fi făcute spectrofotometric si:nefelometric 
(Herlea, 1985)... . DECH SEN Lafe, ni duiiiken4 sa încat 
Gradul în, care sînt utilizaţi diferiţi compuși cu carbon poate fi deter- 
minat, și prin observarea. culturilor dezvoltate: în probe. aşezind tuburile. - 
(după o agitare. viguroasă pentru dispersare uniformă) .in- dreptul unui. 
carton alb pe care sînt, trasate în tus linii la distanţă de;3/4 mm. În aceste 
condiţii rezultate se notează după o scară de valori, de la '3-+: la =—- după 
cum urmează: 34- in cazul în care cultura dezvoltată „acoperă, complet li- 
uiile; 2+ cînd liniile observate prin transparenţa culturii apar.sub, formă 
de benzi difuze; 14- pentru situaţia în care benzile ca atare, se. disting 
dar au capetele difuze si — pentru absenţa dezvoltării (van der, Walt, 1970). 
“Testele realizate pe medii lichide. oferă astfel condiţii. în, care creste- 
rea drojdiilor care nu floculeazá este uşor de apreciat în condiţii. stan- 
dardizate. x "iw POCO T Y 
Pentru majoritatea identificárilor, testarea cresterii se apreciazá dupá 
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o: săptămînă, desi se obisnuieste să se facă pînă la 4 săptămîni. ^ ^ . 
` -Auxanograme. Metoda auxanograficá imaginată din 1889 de „Beije- 
rinck, se practică inoculînd drojdia de testat prin încorporare, într-un . 
mediu bazal: (YNB) agarizat lipsit de orice sursă de carbon. Diferi(ii com- 
puși cu carbon (sub: formă cristalizată) sint plasați pe suprafaţa mediului 
agarizat in plăci! Petri constatiridu-se dezvoltarea drojdiilor numai ín. - 
regiunea. corespunzătoare, acelor compuşi pe care drojdia îi poate utiliza 
ca:sursă de cárbon. A qup (ëch part, bath 
„ Procedeu.. Tuburi conținînd. ~ 15 ml mediu agarizat lichefiat şi. răcit 
la 45*C sînt inoculate cu 500 ul suspensie de drojdii conținînd -+25- 106 
celule/ml (ca în testele pe mediu lichid). Concentrația drojdiilor incorpo- 
rate. în mediu este. esențială pentru succesul auxanogramelor. | . 
"Pentru: fiecare tub, inoculul este bine omogenizat in mediu, evitin- 
du-se formarea de bule si conținutul tubului” este, turnat rapid într-o 
placă Petri. Se lucrează rapid evitindu-se “moartea: drojdiilor la tempe- 
ratura ridicată. si solidificarea prematură a agarului. Plăcile: Petri 'con- 
ținind mediul se: lasă nemișcate „pe. o suprafaţă orizontală 207. Desi supra- 
fata plăcilor trebuie-sà fic. perfect uscată, -eventuala posibilă -uscare' prin 
incubare. prelungită la termostat este riscantă din. punct. de vedere: al 
contaminárii. microbiene. Cu o spatulă. mică se plasează De suprafața 
mediului agarizat. aproximativ .5..mg din fiecare compus de testat sub 
formă de. grămăjoare, aproape de marginea, cutiei Petri. Pe: fiecare. placă 
pot fi testati trei compuși: 2 în, poziţie, opusă unul faţă de celălalt si, al 
treilea opus unei zone martor negativ în care nu se adaugă substrat 
cu carbon. Plăcile sp incubeazá' si se examinează la fiecare două zile 
timp de o săptămînă. Cel mai adecvat pentru „auxanograme 'este un agar 
bine: spălat, de “calitate. (de: ex.: Special agar, Noble, Difco Lab. Inc; 
Detroit, Michigan, S.U.A.). jaitan "uatan, sb Biel 1 
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^ Întrucît mediul agarizat are tendinţa să se usuce în cursul unei in- 
cubări prelungite, metoda prezintă dezavantajul cá nu poate. testa com- 
. pusii;care necesită. o perioadă de adaptare sau care. sînt metabolizaţi încet. 
Deşi testarea obiectivă este impracticabilă, contaminarea microbiană este 
uşor de observat şi: în cazul auxanogramelor nu este: necesară sterilizarea 
_ majorităţii. substraturilor. De. asemenea, metoda este -practicabilă pentru 
. a observa. răspunsuri: la diferite concentraţii de substrat şi â'testa sub- 
straturi cu solubilitate: scăzută. LO 3:5 E 
Metoda replicilor in plăci. („replica plating“). Elaboratá in 1952 de 
J. Lederberg si E. Lederberg (Cu scopul de a demonstra în mod direct na- 
tura spontană a; mutatiilor), metoda oferă posibilitatea de a inocula simul -- 
tan un număr: mare de microorganisme (colonii) pe diferite tipuri de me- 
diu: printr-o'singură. operaţie. Ulterior a fost imaginat un sistem de inocu- 
lare automat: (Ridgeway Watt, 1979). ^. l i 


 Utilizind această metodă pot fi inoculate simultan pînă la 25 colonii 
de diferite drojdii dezvoltate pe suprafaţa unui mediu agarizat dintr-o 
placă Petri (numită master“) prin „amprentarea“ lor pé suprafaţa altor 
plăci fiecare: conținînd mediu cu o sursă diferită de carbon. Inocularea „în. 
replică“ prin amprente se face cu ajutorul unei catifele. ` 

"Procedeu. Pe suprafaţa unui mediu nutritiv (de exemplu YPG) din- 
. tr-o placă Petri se insáminteazá prin depunere cu ajutorul.unui fir drept 
(pentru obtinere de colonii izolate) pînă la .25 tulpini de drojdii aflate în 
creştere activă. Locul :inoculărilor urmează un model prestabilit. respec- 
tind distanţe egale. Placa este incubată 24 ore pentru obţinerea, de colonii 
mici izolate ṣi constituie placa „master“. Plăcile Petri pe care se fac: re- 
plicile prin „amprentare“ contin-fiecare mediu bazal (YNB), sursa de car- 
bon =— aproximativ 25 mM. si .20/), agar spălat. Suprafaţa. mediului din 
aceste plăci trebuie, să fie bine uscată. Catifeaua (bucată pătrată) impache- 
tată în hirtie si sterilizatá se montează cu grijă la unul din.capetele;repli- 
catorului (cilindru de lemn sau. aluminiu al cărui diametru corespunde 
perfect. diametrului interior al plăcii) prin presare cu ajutorul fundului 
unei plăci Petri sterile şi prin fixarea catifelei cu un inel metalic sau. de 
cauciuc. | wt: ; eier ` j 
Pentru orientarea corectă se trasează un semn la una din, marginile 
replicatorului, pe placa „master“ şi. pe. plăcile de insámintat. Se așază cu 
grijă. placa. „master“, purtătoare. de, colonii: (fără capac, cu fața in: jos) 
peste -capátul.replicatorului învelit cu. catifea avînd: in atenţie; corespon- 
denta.celor două marcaje. Se apasă uşor placa in centru, astfel încît co- 
loniile de pe ea să se imprime pe. catifea, evitind umezireá catifelei prin 
contactul: cu suprafaţa! mediului. Se ridică placa „master“ drept în sus. 
„Amprentele“ coloniilor de pe 'catifea sint réplicate Ja'suprafata mediilor 
cu'diverse surse de carbon” din celelalte plăci, procedindu-se la fel. Este 
presat pe'catifea mai întîi martorul negativ (fără nici o sursă :de carbon) 
si la sfîrşit martorul pozitiv (cu D-glucoză), 


Lë 


` De. pe o placă „master“, pot fi făcute.pînă. la 10 ,amprente*:.... 
După incubarea, plácilor-replici.(24—48 ore) se citesc rezultatele asi- 

milării (dezvoltarea sau lipsa dezvoltării: coloniilor) în comparaţie cu mar- 

torii şi faţă de „modelul“ insámintárii. à lua T : 
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1.3.4. TESTAREA CAPACITĂȚII! DE A UTILIZA COMPUȘI 
CU AZOT PENTRU DEZVOLTARE ÎN AEROBIOZA [^ 


Testarea capacității de a utiliza anumiţi compuşi cu azot ca: nitratul 
de potasiu, nitritul de sodiu, etilamina Si Mises este semnificativă pen- 
tru identificarea dr ojdiilor. | 

Cu valoare limitată” în caracterizarea diojdiilor se utilizează: ca unice 
surse de azot creatina, creatinina şi cadaverina. 

Aproximativ un sfert din totalul speciilor de drojdii utilizează nitrat, 
această capacitate" fiind de regulá o „particularitate: invariabilă a tuturor 
tulpinilor unei specii (Kreger van Rij; 1969; van Uden şi Buckley, 1970). 

„În scopuri taxonomice capacitatea de a utiliza o sursă de azot este 
apreciată prin determinarea unui răspuns, de dezvoltare in condiţii, de 
aer 9bioză, 

` Procedee.: Metodele pentru testarea creșterii. sînt: similare în esență 
cu cele utilizate pentru testarea „asimilării“ surselor de carbon. Se folo- 
sesc medii lichide sau solide, cu 'bază de carbon (YCB) in loc de azot 
(YNB). Înainte de incubare tubur ile test de asimilare a azotului sînt ino- 
culate în aceleași condiţii ca cele pentru asimilarea: carbonului (pentru de- 

tali vezi Herlea, 1971). În soluţie, compușii azotatí se adaugă în con- 
centratie de 2—5 mM. În tuburile martor negativ (lipsite de sursă de azot) 
poate apărea o anumită dezvoltare datorită” dizolvării în mediu oa amonia- 
cului din atmosferă. 

În cazul testării de utilizare a nitritului care poate fi' toxic: pentru 
drojdii prin formaréa acidului 'nitros la valori. DÉI sub 6, mediile sînt ajus- 
tate initial pentru a avea un pH de 6,5. Dătorită acestei toxicităţi condi- 
tionate a nitritului, ca si a potenţialului inhibitor al etilaminei, pentru 
testărea utilizării acestor doi compusi sint adecvate. auxanogramele (ar 
2 mg nitrit de sodiu sau 0,05—0,1 ml dintr-o soluţie” 1—2 de nitrit per | 
placă. cu 18 ml'mediu' agarizat). 
^ ^Là.aprecierea ufilizării sursei de azot în medii lichide fr El: să se 
ia în consideraţie aportul de azot asimilabil corespuhzínd celulelor de 
drojdii din inocul, care gint bine hránite iniţial, aport suficient adesea 
pentru proliferar ea drojdiilor chiar în absenţa unei surse externe de azot: 
De aceea se recomandă în unele situaţii verificarea asimilării unui com- 
pus specific prin transferul unui-inocul din tubul! test într-un al doilea, 
după care se face notarea: finală, obligatoriu față de martor (după 14 zile). 

Reacţii dubioase la nitrat sînt rar întilnite, dar iri cazul in care apar 
pot fi confirmate de testul chimic pentru nitrit. În ácest scop se utilizează 
astfel: următorii reactivi: 

Reactiv 1! E ! i 

Se dizolvă 8 g acid sulfariilic în 1 lícid'acetic DN (1 parte acid ace- 
tic glacial la 2,5 părţi de apă distilată) sau jn 1 l acid sulfuric diluat ` 
(1 parte acid sulfuri ic concentrat la 20 părţ H de apä1. 

Reactiv'2 ` 

Se! dizolvă.: Og a-nattilaminà in.1 l acid acetic 5N: sau în: HSO; diluat 
(ca. pentru reactivul 1). Alternativ este posibilă utilizarea „unei soluţii ob- 
ținute prin adăugarea a 6 ml de dimetil-x-naftilamină la 1 1 acid acetic 
DN. În. prezenţa ; concentratiilor.mari de nitrit acest din urmă. reactiv au 
O coloratie roşie persistentă. 
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In culturile test pentru nitrat se pun cîteva picături din cei: doi reac- 
tivi. Apariţia-unei culori; distincte roz-roşii indică prezenţa nitritului. 

„Absența nitritului în condiţiile unei bune dezvoltări. a culturii poate 
denota totuşi consumarea, completă. a mnitratului. De aceea se testează 
nitratul prin adăugarea unui virt de praf: de zinc în tubul mm care au fost . 
introdusi reactivii 1 si 2. După cîteva minute, dacă nitratul este prezent 
el va fi redus la nitrit şi va apărea o culoare roz caracteristică. 


13.5. TESTAREA CAPACITĂȚII DE A UTILIZA ANAEROB . 
"oni ANUMTE ZAHARURI. 


. :Q.drojdie care. se, dezvoltă pe baza unei surse hidrocarbonate trebuie 
să fie capabilă să o fermenteze sau să o utilizeze prin respiraţie. În lucră- 
rile de taxonomie, se, utilizează. termenii. de „fermentație“. pentru primul 
proces, şi „„asimilaţie“. pentru al doilea, deşi. în ambele situații, are loc. asi- 
milarea reală a hidrocarbonatului de către celulă, aşa cum s-a mai men- 
tionat. . | des at uie TOUS. 2 Mab Aë DC 

. Cu foarte puţine excepţii, s-a constatat. cá atunci, cînd o tulpină de 
drojdii: utilizează fermentativ. o, sursă de carbon, ea este capabilă de ase- 
menea:sá:.o utilizeze-oxidativ.. Relaţia inversă însă nu este valabilă. $ 

- Capacitatea. sau incapacitatea de. a fermenta: hidrocarbonatele cu, pro- 


ducere de etanol şi CO, este caracteristica cea mai utilă pentru: diferen- 
tierea speciilor şi. în anumite cazuri. se aplică la definirea. genurilor. d'en 

Peste .1/2..din :speciile de drojdii..,,fermenteazá* cel puţin „D-glucoza 
“semianaerob. În scopuri taxonomice se testează prin obs rvarea formării 
de gaz (CO;) capacitatea de a utiliza pînă: la 13 compuşi EA tabelul 11). 
Cea mai mare aplicabilitate o au testele care includ: glucoza, galactoza, 
- zaharoza, maltoza, lactoza, melibioza si rafinoza.. A "TE 


HI 


— Testarea se realizează în flacoane de tip deschis (tuburi Durham) sau 
în flacoane de tip închis. (tuburi Guerra). Procedeele de testare. sînt pre- 
zentate în continuare. < = AT NÉ 

În flacoane de tip deschis — tuburi Durham, Se utilizează tuburi 
test (~ 150 mm/12:mm) care: contin; în interior. -tubuşoare -de.sticlă de 
aproximativ. 50 pe'6 mm'introduse cu gura în jos. În aceste tubusoare va 
fi colectat: gazul: produs $i pentru îmbunătăţirea: eficienţei colectării se 
pune o perlă de sticlă în dreptul tubusorului interior. în. scopul evitării 
atingerii acestuia de fundul tubului exterior. Tuburile. sînt umplute cu 
10 ml mediu (0,59/5.extract de:drojdie!* în apă distilată), care contine zaha- 
rul testat în concentraţie de 50.mM. Tuburile martor negative nu contin 
zahar. Pot fi utilizaţi martori. suplimentari care includ tuburi inoculate cu 
drojdii -cunoscute :a fermenta (I) toate Substraturile. testate, (II) numai 
D-glucoza, (III) alte zaharuri particulare. 


Fiecare tub este inoculat cu 100 ul de: suspensie proaspătă de drojdii 
continind ~ 107 celule/ml mediu lichid (0,5% extract de drojdie). Mediul 
bazal în care sînt dizolvate hidrocarbonatele trebuie să ofere condiţii op- 


time pentru sinteza “sistemelor "enzimatice implicate. în ' transportul si 

Ze Anumite probe de: extract de drojdie pot conţine a,a-trehaloză: (Bouthilet și 
colab., 1949). : xtd IO ETEA bei 
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hidroliza hidrocarbonatelor. Pentru suspensionare se recoltează dintr-o 
cultură aflată în fază de creștere activă pe YPG inclinat. 

“Dacă în tubul Durham: zaharul este utilizat aerob; drojdia va creşte 
în partea superioará.a mediului din tub, adaptindu-se utilizării sursei res- 
pective. Celulele de drojdii adaptate (induse sau derepresate): cad la fun- 
dul tubului unde concentraţia de oxigen este joasă. Aici drojdia poate cata- 
boliza zaharul printr-un mecanism anaerob, eliberînd bule de gaz-(CO;) 
care sint prinse în tubușorul interior inversat. Aë VR 

Tuburile -sînt incubate Ia 25*C, timp de o săptămînă, fiind agitate 
zilnic pentru: a. facilita sedimentarea drojdiilor si sînt examinate in ce 
-priveşte formarea bulelor de gaz: Unii cercetători: recomandă prelungirea 
incubării pe o perioadă de o lună. i 

Întrucît tuburile Durham furnizează un sistem, o deschis: de testare, 
sistem in care gazele scapă prin difuzie, un răspuns: pozitiv: la test este 
dependent de un grad relativ superior de: producere de gaz. Ca urmare, 
în tuburi Durham nu pot fi detectate cantităţi mici de CO, produs, măsu- 
rabäle cu ajutorul unui" manometru "Warburg. Desi utilizarea tehnicii 
Warburg. permite. detectarea unor-fermentatii slabe: corespunzînd cazurilor 
în care producerea de gaz nu este observabilá în tuburile Durham, cînd 
metoda se aplică pe celule în repaus ei nu permite constatarea; fermenta- 
liei care apare:ca: rezultat al formării enzimelor adaptative (Kreger: van 
Rij, 1962). Cu:toate că metodele mai precise furnizează neîndoielnic cu- 
noașterea mai profundá a fiziologiei levürilor; valoarea taxonomică supli- 
. mentará a datelor obţinute în acest mod. nu a fost încă bine stabilită. 

- În flacoane de tip închis — tuburi Guerra. Mediul bazal de fermen- 
Late, care conţine:un indicator. de. gt (albastru. de brom timol) şi substra- 
tul -fermentescibil,:se.repartizeazá în tuburi (15 mm/12 mm). în volum 
final de 5 ml. Pentru realizarea: condiţiilor optime de fermentație, mediul 
din eprubete este acoperit cu un tampon. de parafină. (procedeu recoman- 
dat de Langeron şi Guerra, 1938). În acest scop se depune la suprafaţa 
mediului bazal un dop de parafină! lichidă (fierbinte) care prin răcire. se 


solidifică si închide ermetic conţinutul eprubetelor. . i 
l Tamponul de parafină ze prepară prin amestecul. unei "părţi de ulei 
. de; parafiná cu două părţi de 'parafină solidă. (cu punct de topire la 55°C), 
care se sterilizează in'autóclavá la '120*€, timp de 20min. Înainte de în- 
trebuinţare acest amestec se lichefiazá pe baie de apă şi apoi se depune, 
cu ajutorul:unei pipete sterile, o cantitate corespunzind unui strat de 4 mm 
grosime, la suprafaţa mediului lichid din eprubete. În vederea eliminării 
eventualelor bule de gaz formate şi care ar falsifica rezultatele, eprube- 
tele sp introduce cîteva minute într-o bàie de apă încălzită în prealabil 
la fierbere. Pentru controlul etanșeităţii realizate: prin intermediul: tam- 
ponului de parafină, tuburile se menţin cîteva zile la temperatura camerei. 
Nemodificarea lor, prin uscare sau infectare, prezintă garantia utilizării 
lor optime în testele de fermentație. 

înainte de inoculare se ia fiecare tub (inclusiv tubul martor care nu 
conţine nici un substrat fermentescibil) si tinindu-l aplecat sub un: unghi 
de 45? se trece repede prin flacăra unui. bec de gaz in dreptul porțiunii 
astupate cu dopul de parafină atit cît.acesta să poată: fi deplasat si împins 
cu vîrful pipetei de însămînţare spre peretele tubului. În acest moment 
mediul din tub: este însămînţat steril cu 0,1 ml suspensie din cultura de 
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testat. Suspensia este astfel standardizată încît în final T de fermen- 
tatie să conţină —«1,5 «109 celule/ml (Herlea, 1972). . ID 
"După ins&minfare se reincálzesce: tuburile: la flacárá, pentru a restabili 
poziţia anterioară a dopului. de: parafină: După. solidificar ea. acestuia, tubu- 
rile se rulează între palme pentru repartizarea: uniformă a: suspensiei: în- 
sámintate în mediul de fermentat. Se incubă: la. termostat (25*C) timp de 
3—4 zile. cînd se fáce-o primă'citire si apoi sp păstrează trei sáptámini 
pentru a putea surprinde eventualele ferméntatii tardive. Se .urmáreste 
formarea bulelor de enz (care împing dopul de: parafiná) si inodificarea 
culorii indicatorului! care seminificá producerea de acizi. După aceste cri-. 
terii; rezultatele. pot fi notâte cu: (—) lipsa fermentatiei; (A) fermenta- 
tie cu producere de acid; (-+-AG) fermentație cu producere. de acid':și gaz, 
iar tulpinile de drojdii':caracterizate. respectiv .cà néfetimentative, slab 
fermentative și intens: fermentative. 
Rezultatele testării capacităţii de fermentație ai unei drojdii pot: gloss 
tui:o „schemă de fermentatie* care caracterizează specia respectivă, 
Stabilitatea! schemelor fermentative: este însă influenţată. de. fenome- 
nul de adaptare la fermehtatia unei:surse hidrocarbonate (bine cunoscute, 
de exemplu în cazul galactozei): şi de apariţia unor modificări mutationale 
la unele-tulpini de levuri ca urmare a menţinerii lor pr elungite.pe medii . 
de cultură inadecvate.: De aceea in evaluarea tehnicii celei mai adecvate 
pentru testarea capacității fermentative a unei levuri:se recomandă lua- 
rea: în consideraţie a. posibilităţii de formare a sistemelor enzimatice adap- 
tative şi evitarea Mose dl griion in: laborator pe medii cu d de 
malt. agarizat:. 1 
‘Tulpinile de drojdii care au proprietăţi de „fermentație“, si „aşimi- 
laţie“ dobindite și care nu mai corespund cu descrierea, lor din momentul 
izolării, sînt considerate a fi artefacte culturale. 


1.30. TESTAREA NECESITĂŢILOR ÎN VITAMINE. ^ 


Dat fiind rolul esenţial al vitaminelor „în metabolismul. drojdiilor, 
necesitatea. în vitaminei furnizează un, criteriu de diagnostic. util in. taxo- 
nomia drojdiilor, criteriu introdus; în: 1951 de Wickerham. . 

Relativ puţine specii de drojdii-pot. creste pe.un mediu lipsit de vita- 
mine și numeroase altele au. necesitáti particulare. de vitamine, ceea ce 
face ca acest criteriu să fie util în identificarea unei tulpini. Drojdiile 
diferă între, ele. „prin necesitatea pentru o sursă exogenă de anumite vita- 
mine, astfel încît sp practică, testarea capacităţii de dezvoltare în absenţa 
vitaminelor: sau în absenţa cîte-uneia din-ele separat, obtinindu-se „seheme 
de deficiență vitaminică“, cu semnificaţie taxonomică. 

-Deţectarea: exigenţelor vitaminice se.bazează pe proliferarea, „celulelor, 


în condi de aerobiozá, pe medii sintetice complete, standardizate, lip- 
site de.factori de creştere: 


Procedeu. Testele se realizează în mediu lichídy la fel:ca testele pentru | 
compuși. organici, cu volum fix de mediu de creştere complet, chimic de- 
finit, exceptind vitanăinele. Se prepară o serie corespunzătoare. de tuburi 
conținînd mediu (I) complet: (mediu martor pozitiv), (II) lipsit de toate 
vitaminele (martor: negativ) și (III) de cîte o'vitaminá luată: fiecare în 
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parte» Următoarea, listă dă cantitatea! în care se adaugă fiecare. per.litru 
de mediu: WESS , y 1? ` i 


acid p-aminobenzoic . .. . .... 200 pg 
Ui TET WAS cie estan eio aime «d .20 pg 
câ ae gl coli odere oat t oa e a a 
ihositol*- Aea Mer li aa owe ge 
acid :nicotinic: sate: a so 4000 HS: 
pantotenat (£8) . e e, n 7 2.8 TEE 
piridoxină,, HCl |... wutz mg, ce MOSS 
ribota V e. erum CER" Age 


tiamină HCH .0.0 s. dé 400 BEC 


* este utilizat de asemenea ca sursá 
,"majorà de carbon în testele de: dezvoltare `; 
aerobă. | E Mig 


Glucoza, utilizată ca sursă: de carbon în mediul; bazat aste. purificatà 
cu cărbune activ, după: următoarea tehnică: 

1) Se fierbe cărbunele timp de 6 ore, la reflux cu HCL 205. „Se fil- 
trează prin pilnie.Büchner'si se usucă la pupinel: 

:2) 100 g :cárbune se: spală la trompá, pe: pilnie Büchner, cu aproxi- 
mativ 6 1 apă bidistilatá. Se usucă la pupinel la 120?C, timp de 24 ore. 

3) 300 g glucozá SERIES? cărbune se agită o oră cu 500 ml apă bidisti- 
lată. Se filtrează şi solutia se păstrează sub un. strat de: toluol la frigide; 
pînă în momentul utilizării. 7 

“În variantele menţionate anterior, anediul se. prepară de 10 ori mai 
concentrat, se sterilizează prin filtrare. şi se repartizează | aseptic. cite 
0,5 ml soluţie. concentrată în 4,5 ml apă distilată sterilizatá: în prealabil, 
în tuburi de 160/16 mm, la autoclavă'(15. min la o atmosferă). 

După agitarea conţinutului, tuburile pot fi insámintate. 

Mediile sînt inoculate în acelaşi mod cu cele. pentru testarea asimi- 
lării surselor: de: carbon, utilizindu-se o suspensie celulară standardizată 
preparată în mediul de inoculare Wickerham sau în apă distilată sterilă 
(Herlea,: 1971). Tuburile sint: incubate pentru: majoritatea: drojdiilor: la 
25 sau 28*C. Celulele de drojdii din inocul, 'care'sînt initial bine: nutrite 
pot prolifera destul de bine ín absența une surse externe de vitamine, 
datorită rezervelor anterioare de factori de creștere. De aceea, rezultatele 
pozitive- obținute într-un prim tub test, după: aproximativ 7 zile: de incu- | 
bare, nu furnizeazá o dovadá concludentà- în 'sensul că această proliferare 
este independentă de'o sursă externă de vitamine. Din acest motiv se 
continuă 'subcultivarea;: prin insámintarea unui. al doilea tub. cu':mediu 
lipsit de vitamine, cu o ansá standard recoltată din primul tub. După o 
perioadă similară de incubare este evaluată dezvoltarea în al doilea tub 
în același mod cu cel folosit în testele de asimilare a compușilor cu azot 
şi carbon. ^ 

Numeroase specii de drojdii sînt .auxo-heterotrofe necesitind una sau 
mai multe vitamine furnizate de o sursá externá suplimentará substratu- 
lui nutritiv. Semnificația taxonomică a schemelor:de deficiență vitaminică 
poate fi exploatată şi în sensul stabilirii evoluției filogenetice în interiorul 
genului: (aplicată genului. Hansenula de Wickerham si Burton, 1962). Con- 
sideratá în: contextul proprietăţilor: morfo- fiziologice generale ale levurii 
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respective, pierderea capacităţii de sinteză a factorilor de creștere necesari 
in metabolism ilustrează concepţia. evoluţiei regresive a microorganismelor, 
elaborată de Lwoff, pentru a: explica. apariţia microorganismelor hetero- 
-trofe prin degradarea. progresivă a echipamentului enzimatic al autotro- 
. felor. Numeroase date. experimentale demonstrează cá levurile care trăiesc 
in medii foarte speciale necesită pentru dezvoltarea optimă numărul cel 
mai mare de vitamine: ‘ceea ce pă LA ap micșorării cages tone lor. Kr 
ani 


1.3.7. DETERMINAREA PRODUCERII COMPUŞILOR 
 EXTRACELULARI ASEMANATORI AMIDONULUI 


| Testul Y util: pentru identificarea anumitor specii, mai aleš! din 
"genul Cryptococcus dar şi altele, care formează in mod caracteristic poli- 
zaharide extracelulare asemănătoare amidonului (compus amiloid). 

, “Analiza comparativă a structurii chimice a acestor compuși elaborati 
de imiteritel drojdii poate contribui la stabilirea relatiilor naturale in inte- 


` riorul grupului. 


“Procedee. Testul poate fi realizat prin două procedee. 

| -a) Tuburile test cu reacție pozitivă utilizate în-testarea: d alei ii sur- 
" selor de carbon (zaharuri: sau alditoli) pot-fi «examinate ulterior pentru 
~ stabilirea prezenţei de compus amiloid. În acest scop se adaugă per tub o 
picătură de soluţie: Lugol și conţinutul tubului se agită bine. Soluţia Lugol 
(Cowan şi Steel, 1966) conţine 5 g I, 10 g KI, 100:ml apă distilată. KI şi I 
“sînt dizolvate mai întîi în 10 ml: apă și 'apoi aduse. la: volum final. Pentru 
utilizare soluţia: este' diluată ulterior 'cu apă distilată, în:raport de: 1/:5: 
Tulpinile producátoare de: material: amiloid "vor" “prezenta: reacții- de cù- 
" loare variind în intensitate de la albastru la purpuriu sau verde. Culoarea 
poate apărea în mediu sau/și în celulele de drojdie. În cazul anumitor 
genuri cantităţile relativ mari de:glicogen sintetizat pot interfera cu testul 
1la:care ne referim. Culoarea brună “tipică pentru. glicogen poate -masca o 
reacţie slabă a „amidonului“: În situatiile în care rezultatele par dubioase, 
tuburile test sînt'lăsate la temperatura camerei citeva ore sau peste noapte. 
Pe durata acestui interval culoarea brună indicind glicogenul dispare, în 
timp ce culoarea albastră indicînd ` “prezența "materialului amiloid; este 
stabilă. 

b). Testul poate: di realizat şi | pe mediu solid prin: irisBmtritarea- cultu- 
"rilor in striuri:sau după- tehnica: inoculárii multiple „în punct“ la supra- 
"faţa mediului YPG (pH —4,5) din plăci Petri. După: o incubare de 1—2 
“săptămîni in placă: se toarnă soluţie Lugol si se observă reacţia de culoare 
steh ae aprecierea cecidi 


uL 


. 1.8.8. TESTAREA CRESTERII LA CONCENTRATII 
SUPERIOARE DE D-GLUCOZĂ y 


Anumite drojdii sînt. cunoscute pentru ia mnlifetdb de a se dezvolta 
In prezenţa unor concentraţii : 'superioare de. zahăr. În general: drojdiile 
.. izolate din substraturi cu: continut ridicat de zahăr. (sau sare) sint rezis- 
"tente la presiuni osmotice superioare. Caracterizarea levurilor supuse. unei 
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dezvoltării. pe medii cu presiune osmotică ridicată-trebuie să ia: în consi- 
deratie. comportarea diferită a: speciilor osmofile — care. se dezvoltă cel 
mai bine pe asemenea medii, faţă de speciile osmodure sau osmotolerante 
care Sint capabile să tolereze . concentraţii: superioare de zahăr. Unele 
specii osmofile manifestă: de asemenea toleranţă apreciabilă la alcool. 
Capacitatea de a. se dezvolta, în prezenţa unor concentraţii mari de . 
zaliár poate fi testatá prin dezvoltarea pe medii agarizate conținînd, DU 
și 60% D- glucoză. 
^. Procedeu. Aproximativ aceeasi cantitate, recoltatá cu ansa, din cul- 
turile de levuri aflate în dezvoltare activă (48 ore pe YPG înclinat) se în- 
sáminteazá prin depunere în „punct“ la suprafaţa mediului cu glucoză-agar 
turnat- în plăci Petri. Mediul de insámintare este reprezentat de YPG 
agarizat in care glucoza se adaugá ín concentraţie de 50 şi, respectiv, 60/. 
Mediul se prepară prin dizolvarea a 50 g glucoză î în 50; ml extract de droj- 
die-peptoná (0,5. g extract de drojdie: -]- 0,5 g peptonă, in 50 ml apă disti- 
lată). Se adaugă 20/, agar. După sterilizare: mediul se 'repartizează în strat 
de ?:mm în plăci, Petri cu diametrul de'8 cm. Într-o placă astfel pregătită 
pot fi însămînţate! 4 tupini: de-levuri: corespunzător celor 4 sectoare egale 
ale plăcii: “După incubare la 25*C pînă la 4 săptămîni, se apreciază dez- 
voltarea levurii pe mediul test după diametrul coloniei, în comparaţie cu 
martorul. Martorul este reprezentat de colonia dezvoltată, folosind aceeaşi 
tehnică de insáminfare, pe mediu obisnuit de întreţinere: YPG agar izat 
(cu 20% glucoză). 

. Sint apreciate ca pozitive. vezultatte obţinute cu Jevurile ale cáror 
colonii pe mediu -cu 50. si. 60% glucoză sint cel puţin. la, fel de dezvoltate 
cu colonia martor. : Este necesară luarea „unor, precautii împotriva uscării 
mediului — pe Gees perioadei de incubație. 


1.3. 9. "TESTAREA CREȘTERII ÎN PREZENȚA 
CICLOHEXIMIDEI ` / | 


Rezistenţa la antibioticul actidionă: (cicloheximidă) este aplicabilă ca 
test de confirmare in. clasificarea tulpinilor de levuri (van der Walt, 1970 a). 

Cieloheximida stopeazá dezvoltarea celulelor eucariote prin, inhibarea 
sintezei prpteice la nivelul ribozomilor 80S. .Drojdiile rezistente la ciclo- 
heximidá pot avea ribozomi modificati (Cooper si colab., 1976; Jimenez 
şi colab., 1972; Schindler si colab., 1974). 

Procedeu. Testul, se realizează în. -mediu YNB lichid cu D-glucoză 
după aceeaşi tehnică de lucru cu cea folosită pentru testarea utilizării 
aerobe a D-glucozei, dar cu.adaos de cicloheximidá sterilizatá prin Arare. 
pentru a dă concentraţii finale de 0,1 sau 0 „01% | 

— Sensibilitatea sau rezistenţa la actidionă. se apreciază după. cef de 
dezvoltare” al culturilor kt. de proba martor (mediu lipsit de actidionă).. . 


1.3.10. TESTUL UREAZEI fr 
Deşi toate drojdlile: pot utiliza: wreea in 'concentratii Sells ute ca unică 
sursă. de azot cu.conditia adăugării unor cantităţi adecvate de vitamine; ` 


ele diferă prin capacitatea de a hidroliza concentraţii mari de uree în 
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medii complete conținînd o sursă organică de azot cum este peptoria. 'Spe- 

cificitàtea: reactiei ureazei in taxonomia drojdiilor se: aplică in ccà mai 
mare măsură Ca test de confirmare pentru: speciile anascosporogerie. 
Procedeu. Test poate fi realizat pe mediu solid (a) și în mediu 112 
chid (by sa 
a). Tulpinile drojdiilor de` testat „pentru. prezența ureazei. ‘sînt inocu- 
late po mediu Christensen’ (uree- -agar) prin transferul cu ansa a unui ino- 
cul mare (recoltat din culturi în fază activă pe YPG agarizat) pe portiunea 
înclinată a mediului. 


După insümintare, tuburile. sint. incubate. la temperatura optimă de ` 
dezvoltare Si. culturile examinate la intervale. diferite timp de 3 Ale, 


Hidroliza „ureei este indicată . printr-o modificare distinctă a culorii 
indicatorului din mediul. Christensen: (roşu: fenol). care virează prin alea- 
linizarea. mediului (datorită producerii amoniacului) de la: galben-o orange 
la: roz-purpuriu,. începînd, din porţiunea inclinatá-a: mediului si.progresind 

rapid. în zona, verticală. Rezultatele se: apreciază în raport cu martorul 
(mediul neinsámintat) : sl cu intensitatea reacției din mediu:consideràtá afi 
proporţională cu cantitatea: de: urează actina, din celulele levuxilor: (Abadie, 
1967 c)... i i 

sob) Se ‘repar TN sterili în tuburi cîte. DD iml „Difco Bacto! UEN R 
Broth“, mediu pentru hidroliza rapidă: a ureei (RUH), introdus de Roberts 
şi colab. (1978). Tuburile pot fi păstrate la frigider pînă da:6 săptămîni. 


“Pentru inoculare $e susperisioneazà : 1n: bulion o ansá din cultura de 
testat (în vîrstă de 924-248 ore). Tuburile însăminţate- se! incubă Jå 37*C 
(indiferent de temperatura optimă de dezvóltare a drojdiei) şi sint exami- 
nate.la fiecare jumătate de oră în ce priveşte schimbarea culórii la roșu, 
ceea ce indică activitatea ureazică. Multe drojdii care sînt ureazo-pozitive 
produc modificarea. culorii.in.30 min, majoritatea în două ore si toate: în 
decurs de 4 ore “(Barnett și. colab., 1983), Rezultatele contradictorii, din 
punct de vedere taxonomic, ale testului, i-au determinat De Leland Booth 
si Vishniac (1987) să examineze corelatia producerii de amoniac si eliberării 
de CO, (marcat radioactiv) din ureca marcată (CH. în cursul RUH. Ei au 
„confirmat producerea! de urează de către toate drojdiile, basidiomicete si 
de cátre foarte putine dr ojdii ascomicete (semnificativ genul Schizosaccha- 
romices). 


13.11. PRODUCEREA DE ACID. | së 


“Majoritatea: drojdiilor, ins& nu toate drojdiile. in cultură, produc. prin 
metabolizarea sursei carbonate (glucoza) urme de acizi volatili şi nevolà- 
titi. Formarea de acid' poate fi utilizatà ca ün criteriu de diagnostic numai 
pentru cazurile in care sînt produse cantități mari de acid acetic, testul 
fiind realizat în condiţii standard. În' principiu ‘se utilizează un mediu 
agarizat conținînd 55/, glucoză şi. 0,59/;:carbonat. de calciu. Producerea de 
acid care este testată întotdeauna în condiţii de aerobioză se apreciază 
după dizolvarea: carbonatului de .calviu din: mediu.. Testul are o valoare 
limitată, fiind caracteristic. totuşi. ziua a aita si specii puternic; fer- 
nientative.. bus d "Hr Y ; ! rib wig 
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Procedeu. Tulpina de: drojdie de testat este inoculată! cu apen pe me- 
diu înclinat conținînd: glucoză-carbonat! de calciu-agar. După incubare 
la 25 sau. 28*C, producerea de acid este notată ca pozitivă dacă se forinează ` 
suficient .acid : pentru a clarifica mediul initial opac. Reacția este notată 

ca: slab pozitivă în cazul in care se constată dizolvarea incompletă a. ve 3 
bonatului de calciu. 

Testul poate fi: reliat $i în pláci Petri: dacă inocularea se ia prin- 
tr-un sistem de inoculare multipunct (eventual „replica plating*) cind 
pot fi testate. în același timp mai multe tulpini de drojdii. In jurul colo- 
niilor dezvoltate in punctele de insámíntare apar zone transparente. ale 
mediului de cultură. 


1.3.12. "TESTUL DBB (DIAZONIUM BLUE B) 


Testul este utilizat pentru diferentier ea drojdiilor ascomicete de cole 
basidiomicete; 

Procedeu. O cultură dezvoltată. pe. mediu MYPG agarizat cel puţin” 
10 zile; este menţinută cîteva ore la 55*C și apoi acoperită cu: reactiv -DBB 
răcit eu gheaţă. Rezultatul este considerat. pozitiv în condiţia în care: cul- 
tura virează la-roşu închis în-decurs de 2 min la temperatura camerei. 

Reactivul trebuie menţinut rece în; gheaţă şi utilizat în cîteva minute 
de la preparare (înainte de a se: decolora).;El se prepară prin dizolvarea 
sării de diazonium blue! D (Brentamine: Blue B.0,1 M I Cl Ltd sau Fast 
Blue. Salt B-Hoechst AG) întampon 0,1 M-tris HCI rece; DÉI =7,0; în pro- 
portie de 1 mg. per! ml... (Pentru detalii vezi van der Walt ai “Ropsu- Havu, 
1976; DEST € și Ahearn, 1981). : Y 1» aa1io3) a P | 


1.3.13. ME DE CULTURA. 


Ordinea in care sint trecute „mediile urmează pe cît posibil He, 
în care sint menţionate în cadrul procedeelor de testare “descrise în sub- 
capitolul 1.3. 
ly “Mediul YPG (YEAST-PEPTONE-GLUCOSE). agarizat | 
Mediul contine: extract de drojdie Difco — 10 g (Harrigan şi | 
McCance, 1966) sau 5 g (van der Walt, .1970);. bactopeptonă. Difco — 10 g, 
glucoză — 20 g, agar —.20 g şi apă distilatà — 1 000 ml. Se sterilizează 
20 min la, 120*C (la 1 bar). Mediul este utilizat i in orice experiment. in care 
nu sínt necesare medii speciale ca si pentru pasajul, menţinerea $i conser- 
varea tulpinilor de drojdii la frigider. 
2) Mediul MYPG sau YM (MALT-YEAST-PEPTONE- -GLUCOSE) 
. (Wickerham,. 1951) |. 
 Mediul lichid se preparà.din,3.g extract. de malt pulbere,.3 o ex tract 
de:drojdie pulbere; 5 g.peptoná, 10:g D-glucoză şi 1 000 ml apă-distilată; 
valoarea- pH, ncajustată, : este 5,9. Pentru solidificarea mediului. se 
adaugă agar (20 g). Laboratorul Difco‘ (Detroit, Michigan, S.U.A.) comer- 
cializează aceste medii sub denumirea: de YM lichid sau: YM agar. 


: 3) Mediu cu cartoi-glucoză-agar (Lodder și Kreger van, Rij, 1952) 
Cartofi spàlati, decojiti şi: fin- máruntiti, în cantitate de 100 g, se 
„lasă peste noapte, în: 300 ml apă:de: robinet. Apoi se filtrează prin tifon 
ai se 'autoclavează o oră la 120°C. Pentru; prepararea mediului: se adaugă, 
la 290 ml: din. acest extract de: cartofi, 770: ml apă de. robinet. conținînd 
20 g. glucoză Şi 20 g agar. După dizolvarea agarului, mediul se sterilizează 
15 min la 120°C. Mediul „poate fi folosit ca atare, sau suplimentat | cu 
tween 80 (1%). ' 
-Mediul : este comercializat; de exemplu, . de: Difco Tab trics lea 


(Detroit,: Michigan, Nic sau, Oxoid Lid. (Besingstoliq,: Pesos; 
England). 


4): Mediu cu. mălai [Maize cul dan Mes (Lodder ŞI Kaeser, van 

. Rij, 1952) i 

„12,5 g făină galbenă de porumb se agită in 300 ml apă. tirap de o oră 
la 60 ol după care se filtrează. Volumul filtratului este adus cu apă la 
300 ml; se adaugă: 3,8 g.agar si se autoclavează 'la120*C (i bar), timp de 
15 min. Mediul este livrat gata preparat de anumite firme (Difco, Oxoid). 

5) Mediul V-8 agarizat. (Wickerham si 'colab., 1946) 

Mediul contine un: amestec de sucuri:de mai multe legume şi drojdie 
de panificaţie. În. vasul A se dizolvă'14 g'agar 'în::340 ml 'apă.. Vasul B 
contine 350 ml suc V-8 (Campbell Soup Company” Camden, N;Y., U.S.A:) 
. bine amestecat cu 5 g drojdie presată dispersată în 10:ml apă. Conţinutul 
vasului B este încălzit ^10 min in jet. de abur, după care, la 20*C,i se 
ajusteazá valoarea pH la 6,8. Se amestecă în stare. fierbinte. conţinutul 
` vasului A cu cel din vasul B,.se distribuie: în tuburi si se autoclavează 
15 min. la 120*C, după care se repartizează în tuburi: înclinate. 

6) Mediu Gorodkova (Collins și Lyne, 1976) | 

Utilizat pentru formarea ascosporilor, mediul contine glucoză 0,25 g, 
peptonă 1 g, clorură de sodiu 0,5 g, agar 1 g in 100 ml apă de robinet. 
E sterilizează prin autoclavare ü atm) 15 min Si se repartizează în plăci 

etri. 

7) Acetat-agar (McClary şi colab., 1959) 

. Un litru de mediu contine 9,8 g acetat de potasiu, 10 g D-glucoză, 
1,2 g clorură de sodiu, 0,7 g- ;MgSO,: 7H20, 2,5 g extract de drojdie pulbere 
și 20 g agar. Se pregătesc tuburi înclinate sau plăci Petri, după autocla- 
vare la 120?C, timp de 15 min. ` 

. 8) Mediu cu carbonat de calciu ` 
a) Pentru formarea ascosporilor (Collins şi Lyne, 1976). se inoculează 
abundent; mediul conținînd 10 g carbonat de calciu, 1 g agar, 100 ml apă 
de robinet. Sterilizarea se GER timp de 20 min la 1 bar si se repartizează 
în plăci. 

`b) Pentru producerea de acid (van der Walt, 1970) “mediul contine la 
100 ml-apă distilată; 0,5 g extract de drojdie pulbere; Deg glucoză; 0,5 g. 
carbonat: de. calciu “și' 2:g agar. Amestecul se sterilizeazáà: 15 min la 1 bar 
(120°C), se: răceşte! la. 50°C, se: agită ușor pentru a, dispersa uniform: car- 
bonatul de calciu în. mediu: Şi se repârtizează steril in tuburi sau plăci 
Petri care se lasă (în poziţie înclinată în cazul tuburilor) pe o Su Rate 
rece pentru a evita depunerea carbonatului de calciu; 
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. 9) Extract de malt (Lodder şi Kreger van Rij; 1952). > Lai 
Se amestecă 1' kg făină'de malt cu'2,6.1 apă de robinet, agitindu-se 
din: cînd în cînd.la 45?C, timp de 3 ore. Se ridicá apoi temperatura: la 
$3?C, mentinindu-se o oră. După filtrare amestecul este sterilizat 15 min 
1a:120*C“(1 bar),refiltrat şi diluat la 15*Blg:(determinare. cu zaharometrul). 
Se. ajustează valoarea pH la 5,4. Pentru obţinerea extractului de malt. 
agarizat, mediul lichid este ajustat la 10“Blg, i se adaugă 20/, agar şi ames- 
tecul este! sterilizat la 110°C. (1/2 bar) timp de 15: min. Aceste: medii sint 
comercializate de mai multi producători, printre care BBL (Becton, Dickin- 
son & Co, Cockeysville, Maryland, S.U.A) si Oxoid Ltd. (Basingstoke, 
Hampshire, England). ` "WÉI 
10) Apă agarizată (van der Walt, 1970) e 
Se-dizolvă 20 g'agar in.l l-apà distilată Se repartizeazá și se auto- 
clăvează!15 min la Ll bar.  ' SET i € ! 
11) Sulfat de amoniu agarizat 


La 15 ml apă 'agarizată sterilă și răcită la 50*C se adaugă aseptic 
0,15- mlidintr-o soluție sterilă de sulfat'de amoniu 10%/; şi o picáturá:dintr-o 
soluţie de vitamine de 100 ori mai concentrată, filtrată (filtru de sti- 
clă 17 G5). Se amestecă bine prin agitare şi se toarnă în plăci. 

Soluţia stock de vitamine (van de Walt $i van Kerken, 1961) se obtine 
prin dízolvarea:a 0,2 mg biotiná, 40 mg pantotenat de calciu, 0,2 mg acid 
folic, 200 mg inositol, 40 mg niacin, 20. mg acid' p-aminobenzoic, 40 mg 
piridoxină, 20 mg riboflavină si 100 mg tiamină într-un litru apă distilată. 
Se sterilizează prin filtrare şi după repartizare in cantităţi de cite 10 ml, 
se păstrează la —10:sau —159?C. Se utilizează gi la-prepararea altor medii 
de cultură. xn o al Alt, à 

12) Mediu agarizat cu orez (Taschdjian, 1953)... 

, Pentru prepararea mediului se acoperă 20 g boabe de orez cu 1 ] apă 
de robinet si se aduce la fierbere..Se lasă să fiarbă în -vas acoperit, la foc 
mic, 45 min. După răcire, volumul filtratului este adus la un litru cu apă 
de robinet. -— | jm à; | 

Se adaugă 20 g.agar şi se încălzeşte pentru dizolvare. Se repartizeazá 
în tuburi si se autoclavează 15 min la 1 bar. Wir 

. 13) Mediu bazal de fermentație (Wickerham, 1951) : 

“Se dizolvă 4,5 g extract de drojdie pulbere (cantitate necesară pen- 
tru dezvoltarea drojdiilor cu deficiente vitaminice marcate, de exemplu 
Kloeckera apiculata) şi 7,5 g peptonă într-un litru apă distilată. Se adaugă 
suficient brom timol pentru a da o culoare verde intens (3 ml dintr-o 
“soluţie apoasă 15/s, după Hugh si Leifson, 1953). Cantități de 2 ml se intro- 
duc in.eprubete de 150X12 mm care conţin în interior tubusoare mici cu 
gura in jos. Eprubetele sînt sterilizate prin -autoclavare 15 min la 1 bar. 
După răcire se adaugă aseptic cite 1 ml din soluţiile concentrate ale zaha- 
rurilor de testat (soluţii apoase 69/, iar în cazul rafinozei 12%/), sterili- 
zate în prealabil prin filtrare (filtre LABOR THERM 17 G5). 

14) Mediu uree-agar (Christensen, 1946; Seelinger, 1956) "ei 

Se dizolvă 1 g peptonă, 1 g glucoză, 5 g NaCl, 2 g KH;PO, și 0,012 g 
roşu fenol într-un litru apă distilată. După ajustarea valorii pH la 6,8 se 
adaugă 20 g agar şi se dizolvă într-o baie de apă, apoi se repartizeazá cîte 
A8 ml în: tubul test. Tuburile se sterilizează 15 min: Io 1 bar. Imediat 
după autoclavare și răcire: la 50.. 2:609?C, fiecărui tub ise adaugă aseptic 


0,5 ml diti soluţie de uree. 20/,, sterilizată prin filtrare (filtre bacterio- | 
logice: de.sticlă 17G5). După omogenizar ea conţinutului, tuburile se înclină- 
pentru. solidificare, astfel încît së, aibă. o porțiune înclinată mai. lungă io 
porţiune de mediu dreaptă mai înaltă decît în condiţiile obișnuite. ` 

Mediul se livrează, într-o formă convenabilă, sterilă, de laborâtoarele 
Difco (Detroit, Michigan) sub formă. de concentrat. Bacto. E sau 
„Difco Bacto Ureea R Broth“: 

Pentru prepararea: mediului se dizolvă 1.5 g Bacto- -agar in: 90. bu apà 
distilatà. Se. sterilizeazà prin autoclavare 15. min: la:1 bar. Se. räceste Ja 
50...55*?C.si se adaugă în condiții aseptice: conţinutul -unui: tub de: con- 
centrat Bacto-uree agar sterilizat prin filtrare (10 ml). Se omogenizează 
cu grijă si se repartizează aseptie în tuburi sterile. 
aiul) „Medii. chimice, definite. (Wickerham. si Burton, 1948; "Wickerham, 
1951; Barnett si Ingram, 1955; Difco Mammal òf Deliydrated Culture Me- 
dia and Reagents, 9th edition, 1972, Detroit: Difeo: Laboratories Inc 
Barnett şi colab., 1983). 

Cantitátile pentr u un litru de mediu, pe: categorii de, substanțe, sint: 

Surse de azot ` 
Feo Se Ac? Wa, i jw 35 
 L-asparaginà' ~ hv ded sog 


Sursă de carbon 


D-gbicgad A ami lé 7 LR, wg 
„Aminoacizi. l j 
i Histidinay MA 1 NE 4 MO ma 
-DL-metioninà . KL Ewe HE ES dvd 
DL-triptofan . . . "wo ti olo . 20 m8 
Factori de creştere ns 
“acid p- -aminobenzoie e d SID SRI gie. 4 

"biatimiti ATERT RR Coe ere 0o 8 Agt 
acid folie Tn, RTE iy i HAE: 
inosiigl. + WE - i ontms îi mdr ul Oiamg 
acid nicopimic W. ie pa an, man 100 Dë 
pantotenat (Ca). ee 2 ma 
piridoxină HCl ue, 1400 pg 
riboflavinà, «V ePeimynis poo. pg " 
tamna MI amaria ia tein dva dUU a 
Mier EGIRL ORA 
EA BO; pisi “elitei EA a ial a «.500- ug 
CuSO zé Gl £& eb. pe (rier Da 
e A MERE sa sten UE WU. MES 
Fe, -6O Tt Tu T EAT FA 
MnSO,- AHA AKTE HS 
: Na>M00,-2H,0: e, „200 pg : 
sZnSO47Hj0. sii, 55.0751 00:400. pa, 
Sáruri 
KH: DO, TZ TS P (02195, 115:850 mg 
"UKSMEGq5250 (OM. aessosimm» (Bee 
: MgSO,: THgO `.. : PO undis Us PE. ferma 
NaCl. . Enos. a au ai 100 nig 

` “CaCl. datts ne e eirs = pă VT 


"Mediu agarizat pentru studii de; morfologie. 
Mediul de: compoziţia precizată; anterior se solidifică cu 20/ agar. — 


88. e 


Mediu cu bază de azot (YNB-gyeaást nitrogen base)*. Are 
compoziţia dată anterior cu următoarele modificări: (NH)-S0, .— 5gşi 
absenţa L- -asparaginei sau a D-glucozei care este înlocuită cu altă sursă 
de carbon în testele de utilizare a compușilor organici. 

Mediu cu bază de carbon (YCB-geast carbon base)* Are 
compoziţia. prezentată anterior, cu următoarele modificări: absenţa -surse- 
lor de azot si D-histidină 1 mg, DL-metionină 2 mg, DL-triptofan 2: mg. 
Este utilizat pentru testarea capacităţii de utilizare a compușilor cu azot. 

Mediu jără& vitamine. Are compoziţia prezentată anterior, 
exceptind . (NH)3S0,, care se “adaugă. în cantitate de 5 E şi nu contine 
L- SPER GEAR și eer? de creștere. 


1314. UNELE SUGESTII GENERALE PENTRU, IDENTIFICARE. 


"O dată cu izolarea unei drojdii se realizează purificarea ei prin însă- 
mintare.pe suprafaţă ‘unui mediu ‘adecvat -solidificat în plăci, folosind 
tehnici “pentru! obţinerea de colonii izolate st selectarea lor. Procedeul 
poate implica selectarea unui singur tip de împerechere, asa încît dacă nu 
pot fi obţinuţi ascospori nu este: obligatoriu, ca Wow să fie: caracterizată 
drept. anăscosporogenă. 


. Imediat după obținerea drojdiilor î în eui pură pornind de la colonii 
izolate și examinarea aspectului lor microscopic ca și a caracterelor de 
cultură. pot fi notate unele observaţii: de mare ajutor în identificare, care 
reduc astfel numărul. testelor de realizat î în acest scop. De exemplu: 


— Celulele i in formă de semilună. (seceră) repr ezintă. un. indiciu pentru 
identificarea în continuare a EN ca fiind, fie Metschnikowia. lunata 
fie Candida peltata. 


RR Drojdiile. care, se reproduce. numai. prin diviziune- aparțin genului 
Schizosaccharomgjces.. Pentru identificare sînt necesare numai testele de 
fermentație şi producerea. ascosporilor. 


— Dacă drojdia formează. balistoconidii în es Sg Petri cu 
mediu utilizat pentru izolarea ei poate. fi-observată imaginea în oglindă 
pe care aceștia o produc. În care caz drojdia izolată aparţine unuia dintre 
următoarele. genuri: ;Bullera, Sporidiobolus, Sporobolomyces. 

"^22 Colonii de culoare roz formează drojdiile din următoarele genuri: 
Rhodotorula, Mia, c pneri Sporobolom yces, drolech Cryptococ- 
cus si phaffia. | LAE 


. . — Coloniile mucoase sînt caracteristice in principal genurilor: Cr ypto- 
coccus, Filobaşidiella şi Filobasidium. Numai cîteva alte drojdii pot forma 


colonii de acest tip (de exemplu: Candida mucilagina $i Pichia pini), dar 
"a 


e D Oricare dintre 'aceste medii. poate. fi solidificat cu 29 agar; ele sint co- 
mercializate, în formă deshidratatá** de Diico Laboratories- Inc. (Detroit, Michigan, 
USA).:(2) Aminoacizii pot fi omisi din ' compoziția mediului cu avantajul pentru 
YNB de a reduce, dezvoltarea anumitor drojdii în probele martor negativ; ‘Difco 
livrează YNB fără aminoacizi. 


** Bacto-yeast nitrogen base 
"Bacto-yeast carbon base i 
'Bacto-vitamin-free yeast base - 
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ele se deosebesc de cele ale genurilor. menţionate: anterior prin reacţia 
negativă la testul DBB.: 

„— O temperatură de dezvoltare scăzută, sub: 20*C, este caracteristică 
speciilor de Leucosporidium şi” unora: din puţinele specii ; :psihrofile. de 
Candida, cum ar fi: Candida austromarina si Candida psychrophila: 

-. — Drojdiile care se: dezvoltă încet producînd un miros. caracteristic 
de oţet. aparine e mod obișnuit Rene: Drettonomare, Dekkera sau 
bkeuiétia. 


- H 


t fe 15. UTILIZAREA: UNOR SISTEME COMERCIALIZATE. 
(MULTITEST) PENTRU IDENTIFICAREA DROJDIILOR 


"În .diverse .lâboratoare . de Bacteriologie au fost. iso: încă: de la 
sfîrşitul anului 1960 sisteme de identificare împachetate („kit“) care ulte- 
rior au'suferit variate îmbunătăţiri. Initial disponibile pentru Enterobac- 
teriaceae, existá in prezent sisteme comercializate, pentru identificarea. mul- 
tor grupe de, microorganisme, inclusiv drojdii şi mai'ales a celor. cu semni- 
ficatie clinică. Au fost elaborate fiind disponibile in prezent. instrumente 
semi-.sau total automatizate prin. care. probe naturale sau. suspensii de 
microorganisme sînt analizate prin procedee fizice,.realizindu-se identi- 
ficări microbiene la computer. 

Ideea de a combina o.serie de. medii diferenţiale sau substraturi în- 
tr-un singur „pachet“, selectat, pentru:a conduce la, identificarea. membrilor 
. unui grup de. „microorganisme, este rezultatul. logic. al. necesităților practice 
care implică în mod obișnuit, utilizarea unei baterii mar) de teste biochi- 
mice, menţinerea unui număr mare de. medii proaspete etc. 
| Utilizarea „pachetelor am de teste (Kits) prezintă o serie de ava ntaje 

care le fac utile mai ales pentru labor atoarele mici al căror personal nu 
dispune de timpul și calificarea necesară pentru identificări prin metode 
convenționale si unde controlul de calitate este mai dificil de mentinut. 

Asemenea sisteme au căpătat o largă acceptibilitate! în numeroase 
laboratoare -microbiologice: de diagnostic. din următoarele motive: 

„1— acurateţea: s-a dovedit” comparabilă cu a sistemelor de identificare 
convenţionale; 

— multe din' sisteme au o durată lungă de conservare (6 luni — T an), 
astfel. încît expirarea termenului de valabilitate a-mediilor, o -problemă 
deosebită în sistemele convenţionale, este minimalizatá;. 

— sistemele necesită numai un minimum de spaţiu în cursul: conser- 
vării şi incubárii; 

— unele din sistemele comer cializate sînt la fel de. ușor sau mai 
simplu, de utilizat decit metodele convenţionale, Înocularea este simplu de 
realizat, reacţiile sînt în general evidente net în 24 de ore şi posibilitatea. 
unor. înregistrări . automate, însoţite de programe pe calculator: duc la o 
identificare finală rapidă și corectă: 

Deşi aceste sisteme și-au găsit un: loc. relativ permanent în labora- 
toarele'de diagnostic microbiologic, sînt de menţionat anumite” dezavantaj je 
legate de utilizarea lor: 

— costul relativ ridicat. Din acest punct de vedere sistemele. micro- 
test sint eficiente numai dacă sînt necesare. peste 10 medii. diferenţiale 
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pentru identificarea unei! izolări microbiene. Pentru unele laboratoare, 
utilizarea lor poate fi: mai puţin costisitoare decît a mediilor convenţionale 
. dacá se ia in considerație, controlul. de calitate, depăşirea termenului de 
valabilitate a mediilor de cultură și posibilitatea permanentă de contami- 
nare din mediul ambiant — factorii incriminati în utilizarea mediilir 
convenţionale; l | | ! 
— necesitatea recalificárii personalului. Aceastá necesitate a devenit 
în mai mică măsură o problemă de cînd aceste sisteme și-au găsit o largă 
implementâre în laboratoarele clinice. Pentru cei care utilizează metodele 
convenţionale, unele. teste diferenţiale din. sistemele „kit“ nu sînt fami- 
liare. De asemenea, pentru interpretarea reacţiilor care nu dau rezultate 
clar pozitive sau negative este ncesară cistigarea experienţei în timp; 
„„— receptivitatea si experienţa profesională a celui care le utilizează. 
Unele sisteme sînt concepute astfel încît toate testele incluse trebuie rcali- 
zate, dar altele impun ca cel ce le utilizează să folosească un set specific 
de teste diferenţiale pentru identificarea unui grup dat. Mulţi microbiologi 
preferă utilizarea numai a unui număr minim de teste. diferenţiale pentru 
identificarea. microorganismelor care manifestă particularități caracteris- 
tice legate de aspectul microscopic şi al coloniilor de pe mediile de izolare 
primară. În asemenea situații determinarea unui număr mare de caractere 
reprezintă un efort care nu este necesar (vezi subcap. 1.3.14). Preferinta 
personală şi experienţa celui în cauză decid în ce măsură testele sînt de 
utilizat si care anume teste. KE hus tatea r rar 
Înainte de a alege sistemul cel mai bine adecvat scopului urmărit 
trebuie, luate în‘ considerare: uşurinţa. de inoculare, capacitatea de a se- 
lecta numai. caracterul de determinat, manipulările necesare in adáu- 
garea /reactivilor după incubare si. dispunerea Go tabele de interpretare 
sau dispozitive. de codificare numerică. Dacă se respectă instrucțiunile, 
toate sistemele sînt caracterizate în esenţă prin acelaşi grad de acuratetà 
și de performanţă, cu diferente minore în privinţa sensibilităţii testelor 
individuale. "di: | L Det , l 
Existenţa. sistemelor „pachet“ de teste pentru caracterizarea biochi- 
mică a drojdiilor permite practic tuturor laboratoarelor identificarea la 
nivel de specie. În cazul drojdiilor, aceste produse au fost elaborate în 
primul rînd pentru uz în laboratoarele clinice unde este necesar un diag- 
nostic microbiologie cît. mai rapid şi corect. Însă: datorită preţului relativ. 
ridicat. al acestor produse şi semnificației clinice chestionabile a multor 
izolate de: drojdii, este recomandabil ca înaintea utilizării sistemelor „kit“ 
pentru fiecare drojdie izolată în laborator, microbiologul să realizeze cer- 
cetări preliminare”care să-l conducă cel puţin la o identificare presupusă- 
De exemplu, deoarece C. albicans: este specia de drojdie cel mai frec- 
vent cultivată . dintre; specimenele. clinice, înaintea” realizării unor teste 
adiționale costisitoare se fac cercetări. initiale: de laborator direcționate 
în scopul'identificării ei. Astfel, demonstrarea formării coloniilor în formă 
caracteristică de păianjen pe mediu EMB agarizat (eosin-methylene blue 
agar), observarea producerii de clamidospori pe mediu agarizat cu făină: 
de porumb; sau testul: rapid. al formării: tubului germinativ (căruia 1 se 
acordă preferinţă în majoritatea ` laboratoarelor) reprezintă teste accep- 
tabile pentru identificarea C. albicans (Koneman și colab., 1983). > ~ 
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O serie de firme „comercializează mai multe produse Kit pentru iden- 
tificarea drojdiilor. şi unele sisteme .combinate pentru drojdii.si anumite 
bacterii cărora li :se poate. determina simultan și sensibilitatea: la anti- 
biotice (tabelu ioan 


Tabelul 12 


Sisteme „microtest“ comercializate pentru identificarea droidiilor 


SA? 


Iz anm 
Ba ` 
i PET 


Denumirea 


sistemului e Producătorul pană, A QbHervatil 
API 20C* i Analytal Products, Plainview, VS j 
Minitek TL Bio Quest (BBE), Cockeysville, Md; “Utilizat , pentru 
? EN "Zu | 3 ' enterobacterii,. 
, bacterii ` ana- 
1 d erobe. si. droj- 
! dr" 
Micro-Drop . | Clinical Sciences, Whippany, N.Y 
Uni-Yeàst Tek* Flow. Laboratories, Inc., subsidiary of Flow 
i A ; General, Inc., McClean, Va. 
Automicrobic Vitek (Hazelwood, Moi, subsidiary | “Utilizat. end 
System (AMS) "of McDonnell- Douglas Corp., KA. Louis, n testarea C.M.I.; 
, ‘U identificarea; 
i5]. enterobacterii- 


; | 4 lor, anumitor. : 
( bacili nefer- 
A M | mentativi si 
. drojdii 


* disente cel mai mult utilizate. 
.**' Pentru identificarea’ drojdiilor “dau '98,20/0 . concordanţă cit metodele conven- 
tionale. ! id 


. iStudiile.realizate după introducerea a trei sisteme. „kit“ pentru. droj- 
dii au demonstrat că sistemul API: 20C (Analytab Products, Plainview, 
N:Y) dă 95%, concordanţă cu metodele convenţionale, sistemul Micro Drop 
(Clinical Sciences, .Whippany, N.Y) 84%, concordanţă şi -sistemul Uni- 
Yeast-Tek (Flow Laboratories, Roslyn, N.Y) 9994. 

“Sistemul actual API 20C reprezintă o îmbunătăţire-a primei; gene-, 
ratii prin: introducerea în cele 20 de compartimente ale „pachetului“ de 
bidrocarbonate în: formă. liofilizată,. ceea. ce: împiedică degradarea prin 
păstrare îndelungată. Compartimentele sînt uşor de inoculat:cu: suspen- 
sia de drojdii de testat iar uleiul sau: parafina: utilizâte în versiunea ini- 
ţială pentru menţinerea anaerobiozei nu mai sint necesare, testele:de fer- 
mentale fiind eliminate. 

 Compartimentele: individuale: ale: „pachetului“ sint inoculaten eu o 
suspensie de drojdie în agar moale şi întreg „pachetul“. este incubat:. 72 
ore la 30°C. Drojdiile se dezvoltă numai în compartimentele în care a fost 
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asimilat: hidrocarbonatül specific, producînd o tulburare a mediului cu 
agar moale, ușor. de vizualizat în dreptul liniilor trasate pe suprafaţa de 
plastic din spatele! compartimentelor. Se pot determina astfel 19. teste 
de asimilatie-(un compartiment este utilizat ca martor de control al-dez- 
voltării drojdiei). Producătorul sistemului furnizează tabele: indicatoare 
după care modelul reacţiilor, de asimilare: obţinut în fiecare caz poate îi 
utilizat pentru :stabilirea identităţii drojdiei. 

Analizind 505 tulpini. de drojdii Beusching,; Kurek, si Roberts (citati 
de. Koneman și: colab., 1983).au constatat o concordanță de 960%/ între sis- 
temul: API 20C: si metodele convenţionale. Pentru cele: 17. tulpini inco- 
rect identificate, unul sau mai multe. rezultate ale testelor de asimilare 
mu au fost corecte:sau indicativele de cod numeric derivate din modelul 
de. asimilare. obținut nu erau trecute în tabelele  indicătoare. Acesti 
autori. subliniază necesitatea ajustării atente a inoculului care dacă este 
prea slab favorizează rezultate. fals negative, iar dacă este prea abundent 
poate induce în eroare prin reacţii fals pozitive. Sistemul nu este adecvat 
pentru identificarea drojdiilor care se dezvoltă încet și reacţionează biochi- 
mic lent pe substrat cu hidrocarbonate (de exemplu: C. neoformans). 

Sistemul: Uni-Yeast-Tek constă dintr-o -placă de plastic: multicompar- 
timentată, fiecare ;compartiment conținînd un mediu agarizat diferit pentru 
asimilarea surselor de. carbon: De asemenea un godeu central contine pe 
compartimente un mediu agarizat cu făină de.porumb si Tween 80 pentru 
determinarea: producerii miceliului, un mediu 'agârizat cu uree, un mediu 
pentru asimilarea nitratului si unul cu 0,05% glucoză—2,60/, extract: de 
carne pentru testul formării tubului: germinativ. Sursele de carbon, in 
concentrații care variază de la 1: la 40/ sint: zaharoză, lactoză, maltoză, 
celobioză, amidon solubil, trehaloză si rafinoză. Printr-un mie orificiu 
aflat pe partea laterală, fiecare compartiment este inoculat cu o picătură 
dintr-o suspensie de drojdii în “apă distilată, egală ca turbiditate cu un 
standard: McFarland nr. 4. Mediul cu mălai este inoculat în două sau 3 
striuri paralele făcute cu'o ansă cu fir drept în care s-a recoltat o cantitate 
mică din colonia: drojdiei. de testat. Pe zona de inoculare ze plasează o la: 
melă (nr.1) sterilizată în. prealabil: la flacără. După äere placa de 
: plastic este incubată 2—7 zile la 30 sau: 2820. » 

A Compartimentele de asimilare a carbohidratilor- sint oz pentru 
modificarea culorii de la albastru la galben. (pozitiv), mediul cu nitrat 
pentru modificarea culorii de la albastru la albastru-verde (reducerea ni- 
tratului) si mediul eu mălai pentru prezenţa hifelor si blastoconidiilor. 

“În cazul utilizării sistemului pentru loturi de drojdii ce includ și spe- 
cii care obișnuit nu sînt întîlnite în laboratoarele clinice, procentul de, acu- 
ratetà poate fi mai scăzut decît 990/9. 


În multe laboratoare şi-au găsit. o utilizare curentă două dispozitive 
automate: „Vitek AMS (antimicr obic system) yeast biochemical card“ (Vi- 
tek Systems, Hazelwood, Mo.) si „MS—2 yeast cartridge“ (Abbott Labora- 
tories, Diagnostic Division; Dallas, Tx.). Fiecare din aceste dispozitive este 
alcătuit dintr-o. serie de „sonde din material plastic care conţin substra- 
turi deshidrate pentru determinarea reacţiilor biochimice. După inocula- 
rea fiecăruia dintre aceste dispozitive, cu o suspensie de drojdii de iden- 
tificat» cartonul sau caseta, reprezentind., „pachetul“ de teste, se plasează 
in. module de citire automată în: care fotodetectori adecvati sesizează: mo- 
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ficarea turbiditátii în camerele de reacţie. Semnalul electronic din. foto- 
detectori este „citit“ de un microprocesor programat care wiir d mg 
titatea organismului si numele speciei apare pe o cartelă. ^ . 

„Sistemele „împachetate“ pentru identificarea drojdiilor: sint yektiv 
scumpe şi de aceea se recomandă. utilizarea lor: în laboratoarele 'clinice 
— cel puţin —— numai cînd. este semnificativă identificarea altei specii 
decît C.albicans şi C. neoformans, acestea din urmă putînd fi; selectate 

- din lotul tuturor tulpinilor izolate: prin testul simplu: al tubului germina- 
tiv sau'alte metode convenţionale. "asa cum SH menţionat: Această con- 
_duită reduce considerabil timpul: necesar — la nivelul unui laborator cu 
o 'dotare medie — pentru o identificare completă a drojdiilor. 

Sistemele „împachetate“ pentru drojdii -oferă toate avantajele (con= 
i €— stabilitate, reproductibilitate, ușurință in manipulaàre).descrise an- 

` terior. pentru sistemele :microbiologice: de același, tip." Laboratoarele mici 
şi îndepărtate: dispunind de asemenea sisteme iau capacitatea de'a iden- 
tifica drojdii cu o acurentá de 95%/, comparativ cu metodele convenționale. 

oUtilizarea! sistemului API 20C, Uni-Yeast-Tek 'sau';a altora: este în 
mare măsură: o chestiune: de preferinţă. şi. experiență personală. Sistemul 
"Uni-Yeast-Tek. permite celui care: îl utilizează analiza miéroscopicá.a ti- 

___pului-de. dezvoltare morfologică a organismului pe mediu agarizat cu făină 

. de porumb. Unii .microbiologi consideră "această testare de. real ajutor în 
"confirmarea identificării finale a speciei de drojdii. De aceea cei care uti- 
_lizează sistemul API 20C sau altele pot solicita în áresb scop o:placá SR 
nientará:cu mediul menţionat. 

“Utilizarea sistemelor cu. dispozitive: i iicinatizată necesită. indi ihre 
tehnicá şi o suficientă familiaritate cu fiecare test: tat pentru interpre- 
tarea corectă a diferitelor reacţii. 

Înainte: de a decide: asupra: utilizării într-un! laboratot a unuia. dintre 

"aceste sisteme, trebuie luaţi în considerare factori ca prețul: de cost, stabi- 
litatea şi adaptabilitatea: la: necesităţile” individuale.: Cel ce:utilizează: ase- 

. menea sisteme trebuie însă să evite pericolul de a le considera instrumente 
infailibile pentru identificare. Un bun diagnostic microbiologie nu depinde 
numai de un set de caractere diferenţiale. ci, pentru o identificare finală 
„corectă, datele biochimice (pe care majoritatea sistemelor „kit“ se bazează) 
trebuie integrate celorlalte. particularități care în ‘ansamblu itnuaphealicază 
o drojdie. 
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2. BAZELE GENETICE ALE AMELIORĂRII 
DROJDIILOR INDUSTRIALE . 


Y. ANGHEL, TATIANA VASSU 


incetat.sà fie obiectul celor mai interesante cercetări. i ; 

Saccharomyces. cerevisiae. reprezintă un organism. eucariot care oferă 
avantajele. simplităţii de organizare şi ușurință de manipulare pentru in- 
vestigatii ce implică in. egală măsură tehnicile geneticii clasice. dar si teh- 
nicile actuale de biologie moleculară. 

„Interesul' pentru 'drojdii provenea ín principal din rolul lor în pro- 
ducţia de alcool, fabricarea vinului $i berii, prepararea, pîinii. si a celor- 
lalte produse de panificație. La începutul secolului XX, cînd s-a descoperit 
că fermentația alcoolică poate fi irealizată: cu un extract: de: drojdii, frac- 
ționarea extractului a condus Ja. descoperirea și caracterizarea: enzimelor 
și coenzimelor specifice. Constituind o sursă. bogată: de complex B, solubil 
în-apă, drojdiile au contribuit'la iniţierea si dezvoltarea cercetărilor refe- 
ritoare la ‘vitamine. Se apreciază! că multe: dintre conceptele importante 
ale. biochimiei-au fost elaborate: pe :baza. cercetărilor efectuate pe drojdii. 
Numărul relativ redus de cromozomi și conținutul scázut de 'ADN nuclear 
(circa 101? daltoni) au reprezentat un factor. important: luat în consideraţie 
de: cercetătorii din domeniul. biologiei moleciilare. Deşi drojdiile au o or- 
ganizare: eucariotă şi: deci posedă trăsături specifice: organismelor euca- 
riote, ca de exemplu meioza si alterarea haplofazei şi diplofazei, cromo- 
zomii săi sînt suficient de mici pentru a fi disponibili pentru studiul 
Structurii si replicării Jor. Aceste studii au fost usurate de descoperirea 
că peretele; celular poate fi uşor. îndepărtat enzimatic. E 

“În momentul de faţă este posibil să se izoleze ADN corespunzător ori- 
cărei Gene de drojdie. pentru care se cunoaște fenotipul. Se consideră cá 
astăzi S. cerevisiae rivalizează cu. E. coli. „cobaiul geneticii“. în abordarea 
unor studii: fundamentale ca, de pildă, structura si funcţiile suprafeței. ce- 
lulare; structura acizilor; nucleici si a genei, sinteza experimentală de gene, 
controlul. transcrierii și traducerii, codul genetic, reglarea biosintezei pro- 
teinelor şi enzimelor, mecánismele-de reparare şi recombinare, clonarea 
genelor, acţiunea supersupresorilor etc. Studiul, supersupresorilor. de la 
drojdii, de exemplu, ce corespund secventelor necodificatoare, UAA, UAG 
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Genetica. drojdiilor, inauguratà. de. lucrările. lui--Winge în 1935, n-a 


si UGA, specifici pentru alele, dar nu şi pentru poziţii a confirmat uni- 
versalitatea codului genetic nuclear (standard) întrucît; supersupresorii de 
la drojdii sînt asemănători cu cei de la bacterii şi aceleaşi secvențe ne- 
codificatoare sau de terminare au fost găsite și la E. coli. In acelaşi timp 
studiul genomului mitocondrial și al mecanismului de sinteză a proteinelor 
-mitocondriale care se realizează sub controlul genelor mitocondriale au 
reliefat că mitocondriile utilizează un cod genetic propriu ce:se abate de 
la codul genetic standard, Investigarea dependenţei; recombinării de dis- 
tantá dintre gene si controlul sintezei. proteinelor a. evidențiat existența 
-unor diferente faţă: de: procariote în privința mecanismului de control al 
acțiunii genelor si a specificitátilor mutagenilor. ` 


: '"Drojdiile au jucat, de asemenea, un rol important în studiul contro- 
'lului genetic al diviziunii celulare.: Hartwell a identificat circa 35 de gene 
“care; modificate prin mutație, blochează diviziunea “celulară in diferite 
stadii si a observat cá declanșarea înmuguririi este strîns corelată în timp 
cu declanșarea replicárii ADN: Mărimea mugurelui reprezintă” un indi- 
“cator, sigur al stadiului din. ciclul. de diviziune celulară al celulei-mamá 
și fiice. ` 


Faptul 'că drojdiile pot crește” în condiţii atît aerobe cit și anaerobe 


pl sur 
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keley (GU AAL, Sa reușit transferul genei umane pentru interferonul. o 
la S. cerevisiae. Această genă, a. cărei secvenţă nucleotidică: și operonul, 
din. care. face parte sint cunoscute, s-a integrat perfect şi a produs, inter- 
feron o necesar. pentru obținerea. primului vaccin. sintetic pentru hepa- 
tita virală. S-a reuşit clonarea. si: exprimarea, complexelor  antigenice 
virale. Celulele de droidie transformate cu. vectori. plasmidiali. sînt capa- 
bile să .sintetizeze şi să asambleze : complexul multimeric. format: din 
particule lipoproteice — antigenul de suprafaţă al. hepatitei B. Aceste 
particule au o suprafaţă, asemănătoare. învelișului viral si au, un .efect. 
puternic., S-a constatat, cá cimpanzeii vaccinaţi „sînt protejați la. infecția 
cu virusul hepatitei D (Valenzuela și colab., 1984). Același gen: de expe- 
riente se efectuează la Universitatea din Seattle (S.U.A.) care a anunțat 
obţinerea prin tehnici de inginerie genetică a: vàccinului pentru hepatita 
viralá, fiind primul vaccin uman realizat prin tehnologia ADN recombi- 
nant. Hallewell şi colab. (1986).a reuşit clonarea genei-pentru.superoxidis- 
mutază cu:rol in neutralizarea, radicalilor liberi. kr a 

Russell. şi. Stewart (1980) au conferit unei tulpini .de..S. cerevisiae 
capacitatea de a „utiliza  maltotrioza prin introducerea în; celula de droj- 
die de. ADN nativ ce. provenea de la.o tulpină de drojdie de. bere care 
degradează maltotrioza. Kunkee (1980) a încercat să introducă: în, geno- 
mul de S. cerevisiae gene de la bacteria Leuconostoc. pentru .a-i conferi: 
posibilitatea, de 3 degrada acidul, malic, În prezent metabolismul acidului 
malic este studiat. din punct, de vedere. genetic, fără a se nega posibili- 
tatea, influenţării, acestei. căi metabolice, dar, şi „existența unui control: 
genetic „al procesului. de, degradare. Derepresia sistemului, enzimatic ar fi 
o cale importantă a degradării acidului malic, . 


h 


Schimbul, genetic.;ce se. realizează prin transformare interspecificá 
sau intergenericá duce, la acumularea de gene noi, fapt.ce. contribuie Jo 
diversificarea genetică. a speciilor. : Experiențele de transformare au do- 
vedit capacitatea protoplastilor de a încorpora macromolecule si diferite 
particule. de tipul feritinei, latexului, proteine, acizi nucleici, virusuri, 
bacterii şi chiar a unor „organite ` întregi; — nuclee, mitocondrii ete.. 
„La drojdii în general, şi la cele industriale, în particular, necesitatea. 
hibridării somatice. decurge din faptul că în producţie. tulpinile de droj- 
die pierd o serie. de, proprietăţi biologice prin; degradare ‘celulară: sau 
apariția de-aneuploizi instabili, ceea ce presupune elaborarea şi. aplicarea 
unor. programe. de. ameliorare ample, „bazate atit. pe, folosirea;:metodelor 
convenţionale. (selecţia,. hibridarea. sexuată, mutageneza) cît. şi pe metode 
moderne, între care un loc important îl ocupă. hibridarea ,somaticá si 
transformarea.mediatü. ^ | A UU lili; 
Pentru reuşita acestor, programe de ameliorare, este. absolut obliga- 
toriu cunoaşterea structurii şi compoziţiei chimice a: peretelui celular, 
genomului, nuclear și mitocondrial si existenţa hărților genetice “pentru spe- 
ciile luate în-studiu. Aceasta decurge din rolul important pe care. îl inde- 
plinesc genele nucleare si/ sau mitocondriale în controlul diferitelor căi 
metabolice. Genele nucleare. controlează „fermentația -glucidelor (galac- 
toza, zaharoza, maltoza, glucoza), rezistența la agenţii toxici și unele anti- 
biotice, etapele ciclului de. divizune, înmulţirea prin inmugurire, copula- 
rea, sporularea, sensibilitatea la radiaţii ete., în timp ce genele mitocon- 
driale controlează rezistenţa la antibiotice sau inhibitorii sintezei unor 
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enzime care intervin în respiraţia celulară, we substanțelor 'din:com= 
poziţia membranelor mitocondriale “sau compușii necesari sintezei protei- 
nelor mitocondriale: Din aceste considerente în acest capitol se prezintă 


"structura genomului nuclear si mitocondrial, cunoștințele din: acest do- 


meniu. fiind, în egală măsură utile “celor ce-și desfăşoară - activitatea án 


„institutele: de cercetare, dar și celor din: producţie, dornici să abordeze 


LI 


în viitor difer itele aspecte ale geneticii” drojdiilor în vederea obţinerii de 
noi tulpini sau pentru ameliorarea celor care se folosesc în producție. in 
cuprinsul capitolului sînt prezentate si modalităţi practice de ameliorare 
prin rhutageneză, recombinare genetică, hibridare somatică: şi transfor-: 
mare: mediată. ! 


2.1. GENOMUL NUCLEAR. 


Studiul: structurii și al numărului de cromozomi là drojdii a prezen- 
tat o serie de dificultăți datorită: dimensiunii lor mici și a persistenţei 
membranei nucleare în timpul: diviziunii celulare. Studiile de: microsco- 
pie fotonică si electronică nu au reusgit'sá evidentieze cromozomii: ca eñ- 
tități distincte, motiv pentru care această problemă afost mult: contro- 
versatá, Primele cercetări au stabilit! că numărul haploid de cromozomi 
la Saccharomyces cerevisiae. ar fi de: 4 (De Làmater, 1950; McClary şi 
colab.; 1957; Sanenson, 1959). Dacă examinarea directă a cromozomilor a 
intimpinat dificultăţile amintite, analiza: genetică (analiza tetradică, ana- 
liza randomicá a. „sporilor, segregarea mitoticá, analiza trisomilor) d permis 
stabilirea cu o precizie mai mare a: numărului. de cromozomi. Primele stu-: 
dii de analiză genetică efectuate: de Morimer şi Hawthorne (1960) au con- 
dus Ia estimarea unui număr de |l4 cromozomi, iar ulterior distribuţia 
genelor depistate. pînă în prezent a determinat stabilirea unui număr de 
17 cromozomi (McLonghin, 1974, Mortimer si Hawthorne, 1975; Mortimer 
și'Schild, 1984). 


Studiile: efectuate in Nir 6.ani; bazate pe tehnici electroforetice 


„speciale, de: tipul PEG, OFAGE: Si FIGE*, care permit separarea unor 


molecule mari de ADN, deci a: unor! cromozomi intacti, au: stabilit distri- 
butia ADN muclear là: nivelul a 16 cromozomi liniari (per genom haploid) 
(tabelul 13) (Watson, 1987). Dintre. aceștia, 15 cromozomi au fost sepa- 
rati in gel de-agarozá prin metoda FIGE (Cate și colab., 1986). Numai 
cromozomul XII, care cuprinde pe o lungime ce depăşeşte o- jumătate 
din cl (38 gene ribozomale (ADNr) aranjate in tandem, nu a'putut fi se- 
parat prin această tehnică. Acest fapt se datorește, se pare, numărului 
extrem de variabil al genelor ADNr de 8,6 kpb per cromozom 1a diferite 
tulpini. Variabilitatea” se explică oe baza Crossrhg-ovetelot: inegale ce 
apar in regiunile ADNTr, 

Lungimea ADN nuclear per genon haploid: de 14-10? kpb: a fost" sta- 
bilită Ee s cineticii de renaturare. și à leat Pista de. ADN a celulelor 


ADEGE tg field “gel electroforesis . (gel electrotoreză în cîmp. pulsatoriu, 
Schwartz ai colab., 1983); | 


,;OFAGE-or togonal . field ,alternation gel ; electrophoresis (gel electroforeză în! 
cimp, ortogonal alternativ; -Carle si Olson, 1984); 


FIGE= field: inversion rae electrophoresis (electroforeză | E cimp invers; Carle 
st :cotab., 1986).- , 
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aflate mm. fazà staţionară de" crestere žin: 


(Lauer și colab., 1977). Aproximativ 95% 


din secvențele ADN ' se prezintă sub 
“formă de copii unice "(Lauer și colab., 


ot Tabelul: 13 


Caracteristicile genetice si'fizice ale 
genomului de drojdii 


1977). Compoziţia în: baze-este de GO. fii odăi LIRĂ 
A-+T, fapt ce determină: o densitate de venta kr ` 
plutire în CsCl de 1;699 g/cm? .(Mou-.... Ban-.. | Cromo- |: de roi. ADN 
stacchi ai Williamson, 10601. S-astabiit ` dn |. zomul |, combi- | (kb)*. 
şi prezenţa în. ADN. de drojdii a 15 res-, at: , 
turi metil-citoziná/200  citozine  (Hatt= dë 
man și colab., 1978), dar mu s-a raportat | "n 
dacá.aceste. baze.metilate apar în situ» ; 1 Jr, -Di 
sur) specifice dini genom. E A TRN 63 al. 
Este interesant de seinnalat faptul p 3 137 
că există o "variaţie “semnificativă oin ele m nt i 
ceea Ce privește lungimea cromozomilor 4 n. m 
individuali de la o tulpină la alta (poli- 5a ^ 8 183 
morfismul lungimii cromozomilor; Wat- ira s "dna: 
son, 1987). Bazele .moleculare:ale acestui «22 | ——2À— me 
polimorfism inu: sînt încă elucidate; o e: 11 STE 
explicaţie posibilă: ar fi variaţia Jung). CS ue “agp! 
mii secventelor. telometrice de la cape= ;————|[———— |———— 
tele tuturor, cromozomilor. - Nam pai rade 228366 
| | gU TL a A oah rt 
2.1..:STRUCTURA. CROMATINEI- a Wa |. 13. | |229 
LA DROJDII 110b ER Mee 176 
| i | Qi CERIS Pn pp dea ni 
Cromatina la: drojdii CDIOBIUA SO ibtd pee 
compoziţie histonică normală in miezül ` HE uomo E 
nucleozomal, echivalentă ou cea a celor- que 4 "485 
lalte eucariote, respectiv 2H;A, 2H,B, cw z 


2H; si 2H cu 146 pb per nucleozom 
(Wintersberger si colab., 1973; Franco 


şi colab., 1974; Brandt și von Holt, 1976; 


Moll si Wintersberger, 1976; Thomas si 
Furber, 1976; Nelson si colab., 1977; 


. nom hâploid, 
de 14 000 kpb. 


'* Cantitatea ADN (cromozom). ge- 
mărimea ADN fiind 


Mardin si Isenberg, 1978). Dacă histona H, are o compozitie în aminoacizi 
apropiată de corespondentele ei de la vițel și mazăre, celelalte tipuri-de 
histone diferă semnificativ (Mardian și Isenberg, 1978). Histona H, de la 
drojdii este cea. mai. diferită comparativ. cu cele,de la vițel si mazăre. De 
asemenea, la drojdii nu a fost identificată histona H,. Absența acestui tip de 
histonă explică condensarea. slabă a cromozomilor, fapt ce împiedică vi- 
zualizarea lor în mitoză. O excepţie de la această regulă este specia Schi- 
zosuccharomyces pombe. (la care au fost identificaţi numai 3 cromozomi) ce. 
prezintă şi histona H. | , Be 
Cromatina: drojdiilor conţine; de asemenea, o cantitate însemnată de 
proteine nonhistonice care au aceeasi mobilitate electroforeticá ei .com-. 
Poziţie. in aminoacizi cu proteinele HMG (high. mobility grup = mobili- 
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tate electroforetică mare datorită :greutăţii imoleculatei: mici) detla uca- 
riotele; breeder get Seramer, :1978;.. ns si .colab., 1978; Weber: si 
Isenberg; 1980). . 

Proteinele- HMG (HMG,, HMG, MG, $ si HMG,j) ge liepzin 1—-59/, 
din totalul proteinelor cromatinei si sint asociate: — A cu: regiu- 
mile active: ale cromatinei: (Weisbrod si coláb., 1980). 

“Cromozomii drojdiilor se caracterizează : si prin prezență. unor: bub- 
Keser de tipul centromerilor şi telomerilor, ce: se găsesc în proporţie 
mult mai: mare decit la eucariotele- superioare, fapt ce a permis, studierea 
Jor cu mai multă uşurinţă (Fangman si Zakian, 1981). - 
n^ . Centromerii. cromozomilor mitotici' sînt diferiţi. morfologic: compara- 
tiv eu braţele cromozomale,- fapt ce a ‘determinat emiterea unei ipoteze 
greşite că ar reprezenta regiuni cc separă două. sau mat multe: molecule 
distincte de ADN. Descoperirea, însă, a faptului cá o singură moleculă 
ADN intră în constituţia -cromatinei' drojdiilor a demonstrat clar cá 
ADN este continuu de-a lungul 'centromerilor,; secvenţe. specializate 
de ADN ce promovează interacțiunea: cu fusul nuclear. 

Prima secvență centromericá (CEN) izolată Ja S. cereviside a fost cea 
de la'0 formă aberantá, mai scurtă a cromozomului III, realizată în urma 
unti crossing-over accidental: apărut între cele” două gene ale:tipului de 
împerechere plasate pe: acest cromozom. Acest ADN poate Ët separat cu 
usurintá-electroforetic de restul. ADN, datorită “formei sale circulare ei 
dimensiunilor. mici, fiind ulterior utilizat in izolarea” secvenței: CEN3 
(Strathern ai colab., 1979). Cînd acest ADN este inserat în ADN plasmi- 
dial de drojdie (plasmida - 2 jim) promovează segregarea lui regulată în 
timpul. mitozei şi méiozei, în maniera" geăelor! linkate la centromer: Ulte- 
rior au fost: izolate. secvențe CEN şi de la ap cromozomi de drojdii, 
toate prezentind omologie cu secvența CEN3. Toate regiunile CEN izolate 
din cromozomi diferiți de drojdie au ;o.]ungime;de;.130 pb si. sînt formate 
dintr-un. segment 'central bogat în secvente de baze AT, flancat. de..douá 
regiuni mai scurte care pr ezintà omologie (fig..9) (Carbon, 1984)... 

"secvențele" CEN, sînt plasate într-o regiune. ADN. de 920-850. pb, 
mult mai rezistentă la digestie nucleazicá, decît restul. cromatinel. Această 
regiune este flancată de zone cu, nucleozomi singulari: (nepliaţi).. Rezis- 
tenta. là nuclează ` B seg fie că; Gu: CEN „sînt formate din. nu- 
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etemert | dy? element i : Geet u 
Li „CENI. DRE TEREATETE) —- tin (ih AT) DSLR 
i Ew d 2 
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Fig. '9. “Structura” secvenţei ` 'centromerice '' of AH 
"trei /cromozomi- de -drojdii:: i Elementelo 11 si! HDD c! [92] 
Ls s sint regiuni cu. inaltà; omologie ce flanchează un 7 e 

em ` „element. central bogat, în... AT, (Carbon, 1984). - 


i 
cleozomi modificati, fie că în această regiune există un complex. proteic 
diferit de componentele histonice: normale ale nucleozomilor. În oricare 
situaţie, proteinele ce complexează regiunea! centrorierică mediázà ata- 
sarea la mücrotubulii fusului de diviziune (fig. 10): Au fost identificate 
uncle dintre proteinele: ce 'complexează specific regiunea centroimerică: și 
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cu cele patru. categorii de.histone (Watson; 1987); Ci BE 
„Cromozomii de drojdii, ca de altfel toţi: cromozomii: liniari:de la eu- 
cariote, prezintă la, capete. secvenţe! telomerice, Fiecare: telomeră ` este 


urmează să ae stabilească :dacă prezenţa. lor împiedică asocierea: simultană. 


in 
N 
" 
Cromozom 
X Proud. «xd... KR x 
Miezul: 160 pb'ADN ` 4Protei " 
histonic.al .. 11 nm diamelrà .centrorrierululM; wt 
nucleszomului ` ^ sati - eue Er E. 
ADN centromeric de —— 
1 220 pb 15-20 n m diametru. — 
Fig. 10. Reprezentarea “schematică! a - cromozomului de 
US. cerevisiae (Bloom: si; Carbon, '1982). i 
formată din secvențe repetate neregulat, de.tipul 5'—C,2E3A ii. 
SG pia e pee l | * TANE 


ataşate Jo secvenţe: specifice X și Y. Secventele X și Y prezintă in interior 
secvente.similare regiunilor repetitive (fig: 11) (Blackburn, 1984). i 

“Toate regiunile: telomerice „cunoscute: -prezintă “secvenţe repetate: în 
tandem. Aceste elemente' repetitive au apărut în scopul protejării integri- 
tății capetelor moleculelor. ADN,. care adesea nu pot fiv terminate prin 
mecanisme, convenționale. de replicare ADN. Capetele cromozomilor de. 
drojdie sînt: menținute prin: aditia enzimatică a grupărilor 35--G,-—4T-—5^ 
la capetele 3* ale lanțurilor ADN, precum și prin: acţiunea uneia saui mai 
multor enzime asemănătoare. primazei: care polimerizeazá primeri polj- 
nucleotidici complementari; 9'—C,—5A-—3'; (Shampay şi! colab. 1984; 
Walmsley si colab.; 1984). 59 a reis HH j'gor y 

Pînă în prezent nu se Cunoaste cu exactitate mecanismul prin care. 
este determinată lungimea acestor segmente terminale. În orice caz pro- 
cesul esete controlat genetic,  deoaiece. Numărul ` secventelor ` repetitive 


 Sécvenfe inferne Secvente — — 
ary n ME telomerice C4-3A 


Fig. 11. “Structură” secventelor telome- e 
Tice şi-a seeventoelor' adiacente la droj-  '€—CEN. iia 
dii (Blackburn;.1984).. 


r 


"e WR 
pp 63 
CA este'fix pentru fiecare tulpină de drojdie. Acest număr variază de. 
la 'o'tulpină- de drojdie la alța şi: în determinarea lui sint implicate mai 
multe gene (Walmsley și Petes, 1985). 7 Erang 

. Cromozomii eu capete: rupte, care și-au pierdut complet telomerelc, 
Sint oe mai adesea reparaţi. Acest fapt a fost explicat pe 'bază' existenţei 
copiilor interne. (la nivelul: segmentelor A şi Y) de secvenţe! repetitive. 
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Ah cînd. un: groen de Ap atei rupt în interiorul sau în: "apro- 


gesch la: nivelul unei. regiuni "gn py nl gehen: CR icaterici i 
l intacte este ulterior utilizată în repararea capă-. 
tului rupt (fig. 12). Aceste evenimente deter- 
mină schimbarea constantă a structurilor. telo- 
merice; implicind.secventelor terminale un po- 
„enţial “continuu de dispersie .si. amplificare. 
— E (Watson, 1987). . | 
[eo duplex lu» Izolarea si caracterizarea celor.trei elemente . 
nbus SEN 355 esenţiale ale cromozomului'eucariot, originile de. 
ee cap etalat 2 replicare, . telomerele și centromerii au deschis. 
„posibilitatea asocierii: unor .copii-unice din fie-: 
care, împreună cu o anumită secvenţă ADN de: 
|»: reb drojdie, pentru a forma 'cromozomi noi, artifi- | 
T recombinore > pecali. Aceşti cromozomi pot. fi testati pentru 
n tii i funcţionalitate, prin .insertia lor în tulpini de. 
„drojdie. potrivite (Murray, şi: Szostak, 1983). 
dz Cromozomii: artificiali liniari foarte scurţi: 
rig. 12. TENTI capetelor ` segregă incorect comparativ. cu cei mari (300 kpb) 
telomerice “rupte (Black- Cale. segregà cu 'aceeasi acurateță ca şi Cro- 
burn, 1984). mozomii normali de aceeași mărime, Creş- 
terea . lungimii cromozomilor “determină ` o 
diviziune. mai: „corectă a Jor prin prelungirea timpului in. care: nóii. 
cromozomi duplicati rămîn atașați între ei. Dacă cromozotnii-fii se separă 
prea rapid, nu se leagă corect de filamentele fusului de diviziune. Uri 
argument în favoarea acestei ipoteze este faptul că în: cazul cromozomi- 
lor circulari foarte mici. (de exemplu plasmide: ce se replică; în celula 'de 
drojdie), segregarea este: mult mai corectă: decît în cazul corespondenţilor: 
lor liniari. Replicarea moleculelor ADN circulare determină iniţial forma- 
rea. a două! duble helixuri interconectate, a căror. eventuală separare de- 
pinde de activitatea topoizomerazei lI, permiţindu-le, astfel, o segregar e 
corectă (numai 1/100 greșeli) (Hieter si ealab; 1985; ‘Koshland și 'colab;, 
1985). 


2.1.1.1. REPLICAREA ADN LA DROJDIE 


Sinteza ADN-ului în celulele de drojdie, spre HUM de procesul 
desfășurat în celula procariotă, nu apare pe tot.par cursul ciclului celular; 
După separarea. celulei-fiice (mugurelui) de celula-mamă trece o perioadă 
de 10—30 min (fizi G,) înainte de începerea fazei de sinteză (5). Faza S 
are o durată de 20—30 min, iar următoarele 30 min aparţin fazelor Ga 
si M. (mitoză). Acest ultim interval reprezintă timpul necesar formării, fu- 
sului de. diviziune, segregării: cromozomilor, . citochinezei şi separării ce- 
lulelor-fiice (ig. Japan ai 

Celulele de drojdie pot fi oprite în faza Gra ciclului: celular: sub ac- 
tiunea feromonilor, respectiv factorul a. (Wilkinson. și Pringle,. 1974) şi 
factorul a. (Hereford si Hartwell, 1974) sau. datorită unor. defecte: apărute, 
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la nivelul genelor ciclului celular: (Hereford şi Hartwell, 1974). Faptul că 
aceste gene acţionează în etape secvențiale (CDC*28— CDC4—CDCT) care 
conduc la iniţierea: fazei S (fig. 14) a fost demonstrát de experimentele dé 
Ke Kee SR rell la temper aturi restrictive S 


` 
A S 
1 ZU e 


Alter eo pile qi DUNT 


Sinteze. sintezei.  ligarea | 
j “ADN! ADN! ADN au 
cdc28 lcd CAT F cdc2 ^ "cdc9 "eas | i 
'cdc36 tis rc Led cA. ibt Coo 
cdc, D... , [ede 6? Sd! 
cdc 39 dë | Vy etta 
Fig. 13. Fazele | Gl, Fig. 14. Etapele secvențiale ale replicá- 
G2? şi S ale “ciclului rii ADN controlate de genele cdc (Mor-: 


celular ` Ia -drojdii * “timer și: Sebi) 1981)! 521512915 
(Williamson 1965). ` | , 7 


oprirea: cedens celulari cu. feromoni, și viceversa). si prin ee 
fenotipului: celular ce: poartă mutații în două; gene: CDC, blocate. în.; faza 
Gi (Hereford si Hartwell, 1974). Factorii. a. ŞI oe acţionează în „aceeaşi pe- 
rioadă cu gena. CDC28. Aditional. acestei gene in aceeasi fază. a ciclului 
celular. acţionează. şi genele CDC36; CDC37. si CDC39 (Reed, 1980). De- 
terminarea etapelor secvențiale ale procesului de sinteză ADN şi a gene- 
lor implicate. :s-a realizat cu ajutorul ;unor mutante sensibile la tempe- 
raturá Ce prezintá blocaje. in diferite faze ale ciclului celular (Hartwell, 
1978). Astfel, mutantele cdc4, cdc7,. cdc8,. cdc21 si cdc28 nu pot initia 
faza S ai ca atare prezintă. sinteza. ADN blocată: Ja temperaturi restr ictive 
(Bates 1973). 

.. Produsii- genelor CDC38, CDC4 și CDC? acţionează secvențial, înainte 
de -iniţierea. sintezei ADN (fig. 14), în timp ce  produşii genelor CDC8 
şi CDC2I intervin» continuu: pe tot parcursul fazei S. (Hartwell, 1976), 
Analiza moleculelor: ADN. izolate de la diferite mutante crescute: în con- 
ditii restrictive de temperatură! a demonstrat cá mutantele cdc4; ai cdc? 
sint defective în iniţierea: sintezei ADN, în timp ce mutantele cdc8 sint 
defective în cresterea. Jantului ADN (Petes şi Newlon, 1974). .Extractele 
ADN apartinind celulelor cdc8.(incubate in conditii restrictive. de tempera- 
tură) contin bucle monocatenare de aproximativ 200 baze care dispar după 
tratament. nucleazic (Klein 8i, Byers, 1978). Pr odusul genei 'CDC21 este o 
timidilatsintetazá, {Bisson si Thorner,.1977), enzima, care convertește. de- 
zoxiuridin-5'-monofosfatul. (4UMP) Ia timidin-5'-monofosfat . (TMP). 
Produşii genelor,CDC8 ei CDC21 sînt ambii necesari sintezelor ADN pre- 
meiotice . (Schild. si Byers, 1978). S-a. presupus cá mutantele. cdc6 si cdc2 
sint defective in sinteza unor, substructuri cromozomale de tipul telome- 
rilor sau. centromerilor. Gena CDC6 ! se pare că funcţionează înainte de 
sinteza ADN, pe cînd gena CDC2 ar acţiona în timpul fazei S (Famgman 
şi Zakian, 1981). ADN izolat din celulele cdc2'" ‘(temperaturi restrictive) 


* res? de diviziune celulară. 
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conţine bucle monocatenare. mici (Conrad, şi Newton, date nepublicate) 
similai:e celor observate în cazul! celulelor, cdc8. 


si „Genele; CDE5, CDC9, CDC13, €DC15, CDC16 si. CDC25. nu intervin, 
in.faza. de sinteză. S. Nici una dintre aceste gene nu funcţionează piná cînd 
nu se finalizează sinteza ADN. Se presupune că gena CDC9 codifică pen- 
tru o ADN ligază (Johnston şi Nasmyth, 1978). Celulele cdc9 crescute la 
temperaturi restrictive acumulează molecule ADN monocatenare avînd o 
lungime de aproximativ 400 baze. atetan 7 d VE i 
“Ţinînd cont de -numărul mare de proteine implicate în replicare la 
procariote este surprinzător numărul mic de gene identificate la drojdii 
necesăre replicării ADN. S-au dat citva explicaţii posibile-pentru numărul 
mic de mutante cdc defective în replicarea ADN: — unele proteine nece- 
sare replicării ADN, eum ar fi. topoizomerazele, joacă'un rol esenţial si in 
transcriere (Durnford si Champoux, 1978). Mutantele defective-in aceste 
proteine Du. necesită pentru. selecţie blocarea unei anumite faze a ciclului, 
celular ca în, cazul, mutantelor cdc. Mutantele sensibile; la temperatură au 
fost selectate numai.pe:;baza ratei mai scăzute a. sintezei ADN. (Johnston 
si Game, 1978). Șapte dintre aceste mutante erau. defective si în sinteza 
ARN şi nu prezentau blocaje în. etape. specifice ale ciclului celular. Este 
necesar sà se inițieze studii în continuare pentru determinarea cu precizie 
à faptului cà produsii acestor gene sint implicați direct in-sintezà ADN; . 
— unele “proteine “necesare sintezei ADN: pot fi prezente în mod normal 
„în exces, astfel încît mutantele sensibile la: temperatură își pot îndeplini 
o'activitate normală si la temperaturi restrictive! şi să prezinte fenotipul 
de tip sălbatic. pu deit (lot, T 
"Astfel, la Escherichia coli, mutantele ce prezintă nivele ale ADN-li- 
gazei de numai 1% nu sînt defective în sinteza ADN-ului (Gellert şi ` 
Bullock,:1970). La drojdii existența supresorilor de sensibilitate là tempe- 
ráturá (Rasse—Messenguy și Fink, 1973) a permis izolarea unor mutații 
nonsens care determinà eliminarea activitátii enzimatice reziduale; — ce- 
lulelé:pot conține” mai multe proteine “care îndeplinesc “aceeaşi: funcție 
| (de exeinplu-mai multe enzinie pentru furnizarea energiei: de derulare à 
helixului; pentru sinteza ARN primer, pentru 'polimerizarea . deoxiribo- 
nucleotidelor). Ca atare, defectele ce apar într-una dintre aceste proteine 
pot să nu fie letale. - ) ob INAI « Doina H 
^ La drojdii au fost detectate trei activități ADN-polimerazice: două én- 
zime nucleare (A sau B sau II) si o enzimă mitocondrială (Wintersberger 
si Wintersberger, 1970; Chang, 1977). Toate cele trei polimerăze Sint mari 
(7100 000 D), astfel încît drojdiile, aseinănător celorlalte eucariote infe- 
rioare şi plantelor (Chang, 1976), nu prezintă” o. enzimă 'echivalentă 
ADN-polimerazei D (30 000-—50 000-'D) de la “animale *(Wintersberger, 
1974). ADN-polimeraza A prezintă activitatea 'Holimefizatoare cea mai 
importantă din celulă și spre deosebire de ADN-polimeraza B, activitatea 
ei crește în timpul fazei S (Wintersberger, 1974; Chang, 1977). 
„Deoarece pînă în prezent nu au fost identificate mutante pentru cele 
două polimeraze, nu, se. poate preciza care ADN-polimerazá, A, B sau o 
enzimă neidentificată este. esentialá.in replicarea cromozomală., Numai in 
cazul ADN-polimerazei B.s-a stabilit și o activitate.3/—5' -exonucleazică 
de îndepărtare a bazelor greşite (funcţia. de citire: corectă a; ADN-polime- 
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razei) (Wintersberger, 1978). Absența activității nucleazice în cazul: polime- 
rázei A este:o caracteristică.și a: altor polimeraze: eucariote. Get ig ont 
La drojdii au "fost! izolate" işi alte: proteine ce intervin în replicare: şi 
anume o 'topoizomerază care: îndepărtează superrásucirile :pozitive» care 
apar” dn ‘timpul’ 'replieárii (Durnford : si.Champoux,. 1978), o exonuclează 
(RN-aza H) care initiazá hidroliza ARN-primer (Wyers'şi colab.,:1976), 
o ATP-ază dependentă de ADN “(Plevoni ṣi colab., 1980), 0° proteină ssb 
(single strand bänding 'proteine— proteine ee complexează -monocâtene) 
(Crosby: şi colab;, comunicări personale), ambele jucînd un rol important 
în destabilizarea dublului helix înainte de replicare. Pînă in. prezent nu 
s-au'identificat însă mutante pentru: nici una dintre aceste e aleng si: cà 
atare nu:s-a putut stabili cu precizie. implicarea lor în' replicare. 


Replicarea ADN este: iniţiată în situsuri multiple dea mem: fiecărui 
cromozom. de drojdie. “Moleculele ADN de drojdie, ca şi la celelalte euca- 
riote, contin origini de replicáre multiple. Imaginile electronomicroscopice 
au relevat faptul că, „originile. de replicare. se succed la 35 um, sugerind 
existenţa a 400 origini de replicare în întregul genom, (Newlon gi Burke, 
1980; Rivin și Fangman, 1980). Replicarea este bidirectionalà, înaintînd cu 
2 kpb per minut (la: 30*C) la fiecare, bifurcaţie de replicare, (fein şi 
Tangman, 1980). S-a presupus că 'sinteza este inițiată. aproape” simultan 
în toate originile” de replicare. Considerind cá această ipoteză este 'adevă- 

pun si'cá.bifurcatii de replicare se, deplasează cu cite 2 kpb DÉI minut, 

a avansat ideea că timpul de replicare a ‘máer -omoleculei de ADN' nu. este 
mai Jung de 10 min, o perioadă mult mai scurtă decît, cele 25-30 min 
necesare în mod obisnuit! replicării ADN în celiile ce isi dublează: masa 
celulară là fiecare 90—100 min. O' explicaţie ar fi că unele origini de re- 
plicare sînt plasate mai departe una de alta si ca atare. timpul corespun- 
zător pentru o replicare completă este mai lung; de asemenea, este posibil 
si ca timpii de inițiere a.replicării să: fie diferiți (Watson, 1987). jdm 


IERCH cerevisiae. replicarea. ADN! este inițiată în' momentul începerii 
procesului de înmugurire, neexistind, însă, o corelaţie perfectă între cele: 
două “evenimente, fapt demonstrat. cu ajutorul unor mutante ale ciclului 
celular ce prezintă cele două procese necüplate (Hârtwell, 1979), La ma- 
joritatea celulelor diploide” inițierea iiügurelut - corespunde timpului de 
intrare a celulei în faza S“ (Slater Si colab. 1977; Johnston și colab., 1980). 
“Totuşi! la tunele celule "diploide (Brewer si "Fangman, date nepublicate) si 
haploide (Rivin și Fangman, 1980) s-a constatat: că procesul dé înmiugurire 
începe la mijlocul fazei S. Astfel, se poate avânsă ideea că emergenta mu- 


gurelui nu reprezintă în apis obligatoriu serialul start pentru replicarea 
ADN. 


În viitor se speră, obținerea” unor. da mai i A acise asupra replicării 
ADN la drojdii Si implicit Ja eucariote, din: studiile. efectuate asupra ge- 
nelor ADNr, a plasmidei 2 um, precum ȘI. din experimentele de clonare 
a secveritelor. cromozomale ce promovează replicarca autonomá (secven- 
tele ARS) a vectorilor plasmidiali in celulele de drojdie. Identificarea sec- 
ventelor "ADHS jn drojăii și Ia alte^ eucariote a deschis noi perspective ;stu- 
'diilor replicării! ADN cromozomal la eucariote. De exemplu, secvențele: de 
replicare: pot fi modificate” EM vitro” si reintroduse în celula de drojdie, 
în scopul” localizării exacte: a secveritelor: initiatoare.' '"Sécventele: replica- 
toare rearanjate genetic sau sub formă! de extracopii, produse zm vitro, pot 
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fi utile si în înţelegerea controlului procesului de iniţiere a replicárii. Ce- 
lulele transformate cu plasmide:ce conţin: astfel de secvenţe ARS. pot.con- 
tine numeroase copii de secvente replicatoare sub formă extracromozomalà 
saw sub formă integrată în ADN-cromozomal. Integrarea. poate să apară 
inczone de omologie genetică, :determinind duplicatia i in tandem a.secven- 
telor: replicatoare (Hsaio E Carbon, 41979). sau în. ADN neomolog, .ducind 
la apariţia-unei noi origini de replicare (Stinchcomb. şi 'colab., 1979): Plas- 
midele cu. replicare. „autonomă pot Servi şi ca matritá pentru studiul. repli- 
cării în vitro. De asemenea, prin analogie-cu:: cercetările efectuate. la.pro- 
cariote, aceste molecule „mici; de. ADN prezintă importanță pentru 
identificarea şi izolarea: factorilor; necesari. replicárii. ADN-cromozomal. 


23.12. TRANSCRIEREA 'ADN LA DROJDH 


ADN tă drojdii, cà de altfel la toate, eucariotele, este transcris de trei 
ARN-polimeraze diferite, fiecare. transcriind seturi. diferite de gene, (Sen- 
tenac-şi Hall,1982). ARN-polimeraza I transcrie genele ribozomale (ADNTr) 
într-un. ARNr care se presupune că va. forma. cele 2 molecule mari de 
ARNr (25S şi 17S) si una dintre cele două molecule mici (ARNr 3,85), din 
ribozomi.. .ARN-polimeraza II sintetizează toate moleculele . "precursoare 
pentru ARNm şi unele molecule. ARN de „dimensiuni mici, ARN-polime- 
i Wë transcrie . genele pentru ARN, ARNr ECH şi unele, molecule mici 

e. ARN... 

| “Fiecare ARN-polimerază. de drojdii, ca Si. ARN-polimeraza bacteriană 
are o greutate moleculară. mare. (4—6: -105 D) şi este compusă din mai 
multe lanţuri . polipeptidice. “Nu se cunoaşte cu exactitate, rolul fiecărei 
polipeptide, dar s-a. constatat cá unele: subunități pot {i utilizate. de toate 
cele trei polimeraze. — 


` Comparativ.. cu eucariotele superioare la drojdii, este transcrisă o frac- 
tie mult mai mare din genom (340%; Hereford si Rosbach, 1977). Utili- 
zind ADNc (complementar), pentru ARN total s-a constatat: că ADN cro- 
matinic transcris. activ. la drojdii prezintă aceeași sensibilitate la DN-aza 
I ca si ADN cromatic, total (Rohr,si Hereford, 1919). Acest. fapt contras- 
tează cu ceea ce s-a observat în cazul: cromatinei la animale, unde genele 
transcrise, activ sînt digerate preferential (Lüley și Pardon, 1979). 


Moleculele de ARN nou formate trec prin porii. membranei nucleare 
din nucleu în citosol, pentru a-și îndeplini rolul specific în, biosinteza pro- 


Fig. 15, Structura po- 
rului nuclear (Watson, 
1987). 


teică. La drojdii porii membranei nucleare au o formă octogonală şi o. mă- 
rime uniformă de 100. nm (fig. 181. Forţele care directioneazàá transportul 
moleculelor ARN erau pînă nu de mult complet necunoscute.. În acest 
sens, o serie de informaţii au fost aduse de experimentele care au demon- 
“strat că: moleculele. ARNt nu. sint exportate prin:difuzie. randomică, ci 
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prin procese mediate de transportori::(Zazlofi, 1983).;În prezent. se presu- 
pune că. în transportul molecular ARNt şi ARNm sint. implicate. granu- 
Jele. de mărimea; ribozomilor de la ‘nivelul; porilor. membranei nucleare. 
(fig. 15) (Watson, 1987)... i: | dai TI 


2.1.13. TRADUCEREA INFORMAȚIEI GENETICE LA DROJDII 


Biosinteza proteică la; drojdii, ca și în cazul celorlalte: eucariote, diferă 
semnificativ. de sinteza proteinelor, desfăşurată în celula bacteriană. - 
În primul rînd, ribozomii la eucariote sînt mai mari, sedimentind.la 
80$, comparativ. cu; cei de la procariote, care au constanta. de sedimentare 
I ERR CRPMAAB NIE st cele douä subunități; sint mai mari, respectiv. 605 
si 408. ) , D | $ 
Subunitatea 60S contine ARNr 285 (255: la drojdii), iar cea; 405, ARN 
18S (17S la drojdii). In subunitatea mare se: găsesc si două. specii: molecu- 
lare. mici de ARN, ARN 58S, întilnit şi la E.coli şi ARN. 5,8$S.„ Ribozomii 
la ;eucariote sînt ma bogaţi în. proteine, care.reprezintă o -jumătate din 
masa lor (la-bacterii.proteinele-reprezintá numai 0-treime). Pînă în prezent 
nu s-a: găsit o explicaţie plauzibilă: pentru ;aceste diferente, dar. trebuie 
menţionat faptul că pe plan structural există o deosebire mult mai mare 
între, microorganismele pro- şi eucariote. (respectiv: între. bacterii. et 


„drojdii),, decît. între! celulele. eucariote de Ja. organismele superioare care 


au evoluat divergent (în urma citodiferentierii). 

“Fiecare lant ARNr de drojdie, ou excepția. ARNr 55, este sintetizat 
initial ca un ARNr precursor mai lung, care ulterior este prelucrat pentru 
a forma ARNr.25$, 17S şi 5,8S. Pe baza' valorilor: de hibridare ADN ge- 


nomic-ARNr (Rubin si Sulston, 1973; Valenzuela si colab., 1977;:Philippsen 
Si colab., 1978) s-a estimat. cá: genomul la. Si. cerevisiae contine 1204-40 


copii-ale genelor ARNr 25$, 18S,.5,8S'si 5S: Aceste gene sint dispuse in 
unităţi repetitive în tandem, fiecare continind cite o singură genă pentru. 
fiecare tip.de ARNr în ordinea 185, 5,85, 25S'si 5S (Bell și colab.,:1977; 


Philippsen şi:colab., 1978; Warner, 1982). Asocierea genei ARNr 55. cu ce- 


lelalte gene ARNr în aceeași unitate. repetitivă: observată la drojdii, nu 


este o caracteristică comună organismelor.eucariote (Federoff, 1979; Chlar 


şi: Sypherd, 1980). Transcrierea genei ARNr 5S este realizată, însă, de o 
ARN-polimerază. diferită pe catena , opusă matritei pentru: precursorul 
185—5,85—25$' (Arstad si Oyen, 1975; Valenzuela şi colab., 1977; Kramer 
și colab;, 1978)..Localizarea in. tandem a. unităţilor: ADNr permite reali- 
zarea: unor! crossing-overe ocazionale. între ele, care generează „apariţia . 
unor molecule mici de ADNr circulare,; ce. sînt însă rapid pierdute dato- 
rită absenței secventelor centromerice (Watson, 1987). Repetitia in tandem ` 
este importantă pentru menţinerea omogenitátii secventei unităţilor. repe- 


titive individuale într-o: unitate mai mare. În. toate! celulele. eucariote 


unităţile. ADNr transcrise, activ sint compactate la: nivelul nucleolilor; La ` 


 drojdii nueleolii au formă de semilună şi-sînt strîns. asociaţi cu membrana 


nucleară. ret oiim yo ER , 
Datorită conţinutului lor mare. în perechi.de baze GC, fragmentele 
ADN corespunzătoare. genelor ADNr. pot fi purificate partial prin centri- 


fugare izopicnică în CsCl: (Cramer a colab., 1972); Digestia endonuclea- 
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zică cu. enzimă Smal a permis obţinerea: unor fragmente. de aproximativ 
8,4 kpb (Cramer: și 'colab., 1976). Experimentele ` ulterioare de clonare 
genetică au' confirmat omogenitatea unităţilor ADNr şi absenţa sécven- 
telor interpuse (intervening sequences; Petes si colab., 1978; Philippsen si 
colab., 1978).. . mation, deter i sumit DIN" Si Ure Briten NC FEN- 

„Descoperirea variantelor ADNr (Petes si colab., 1978), una cw 7 si- 
tusuri pentru' Eco RI per unitate repetitivă si cealaltă cu 6 situsuri a per- 
mis cartarea genelor ADNr. Experimentele de. cartare au:urmărit initial 
obținerea” unor diploizi prin împerecherea a două tulpini haploide, fiecare 
continind. o variantă ADNr diferită (cu 7 situsuri pentru Eco RI si, res- 
pectiv, 6 sitüsuri): Sporularea ‘ulterioară a permis obtinéred unui model 
de segregare meiotică de 2:: 2, carăcteristic pentru o singură unitate men- 
deliană (Petes si Botstein, 1977). Aceste rezultate au: sugerat că frecvenţa 
recombinării meiotice in ADNr este foarte'scăzută comparativ cu: restul 
genomului. Testele ulterioare de linkage au demonstrat plasarea genelor 
ADNr pe-cromozomul XII (Petes, 1979; Szostack si Wu, 1979). 

S-a constatat că numărul genelor ADNr este redus în cazul tulpini- 

lor monosomice: (2n—1) pentru. cromozomul I -(Kaback st colab., 1973), 
fapt ce sugerează cà dozajul genelor de pe 'cromozomul 1 controlează ni- 
velu ADNr în celulă. Aceste “tulpini își amplifică, însă, ADNr. pînă la 
obținerea nivelului “normal, în" “cursul: cultivării “prelungite: (Kaback: şi 
Halvorson, 1977, 1978). De asemenea; s-a 'constatat 5i repartizarea inegală, 
in unele'cazuri a ADNr la nivelul celor'patru spori din ască (yen şi co- 
lab., 1978). Celulele cu nivele^modificate de ADNr) provin în urma/unor 
cróssing-overe inegale. “S-a demonstrat apariţia recombinării inegale în- 
tre 'cromatidele surori. în timpul: meiozei (Petes; 1980), dar si in: timpul 
mitozei (Szostak si Wu, 10901. În ambele azul EE veer 'a fost évi- 
dentiatá “prin utilizarea: unor: tulpini care: prezentau! gena LEU? în 1o- 
cul ADNr, inserată prin stransformare- genetică. ‘S-a estimât (Szostak şi 
Wu, 1980) că frecvenţa de recombinare obţinută este în acord:cu ipoteza 
omogenitátii ADNr. . Iri a , 


restului guânină în poziția N7, precum şi metilarea primelor două nücleo- 
tide ce urmează acestei secvenţe (fig. 16). iin 

. Referitor la rolul secveritelor ',,cáp*'s-au' avănsat mai multe ipoteze. 
Astfel, o explicaţie plauzibilă ar fi că aceste secvenţe si, respectiv, protei- 
nele ce se leagă specific de.ele'ajutà ribozomii să ae -atașeze la: lanţurile 
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ARNm, traducerea fiind iniţiată: corect, de la codonul AUG: (Kozak, 1978); 
Această ipotezá este. susținută de studiile . care :au demonstrat absenţa; 
secventelor complementare cu -ARNr 185,, precedind regiunile  codifica-, 
toare în moleculele ARN m. Deci, la, eucariote lipsesc secvențele specifice: 


ct qe 
«T metilguanozinà . | 


e 


Tu Gap NN PARA An PA o 
75 Cap" ? iin 1 | l 
“Fig. 16. Structura - generală a ARNm la eucariote cu, modi- 
ficările” posttranseripţionăle la “capetele 5 („Cap“) si 3' (Fu- 
A ruichi și colab., 1975). ` 


de legare Ja ribozomi; identificate la procariote; 1n schimb, ribozomii euca- 
dot ;cautá* codonii start AUG, prin legarea.secventei cap. și migrarea 
ulterioară Ja; codonul AUG, cel. mai, apropiat, pentru iniţierea. traducerii 
(Sherman si Stewart, 1982). T AMA | Fe 
O moleculă datä de ARNm de drojdii poartă mesajul genetic, pentru 
un singur lant polipeptidic.. Astfel, spre deosebire de celula bacteriană 
unde. traducerea. unei molecule de ARN, începe şi se: termină în „situsuri 
multiple, formindu-se lanţuri. polipeptidice diferite,- la eucariote traduce- 
rea unui ARN se ;concretizează într-un lant polipeptidic. unic. Deci, la 
eucariote, moleculele ARNm, sint, monocistronice, în timp ce Ja procariote 


sînt -policistronice.. Incapacitatea moleculelor, ARNm. eucariote, de „a o: 


difica -proteine „multiple, explică de ee; majoritatea polipeptidelor euca- 


riote constau din, mai multe, dommen independente ce prezintă funcții 


enzimatice interrelate, De exemplu, là drojdii ARNm HISA. codifică pen- 


tru; o singură proteină care, controlează. trei etape enzimatice din același, 


lantmetabolic(Keescy. şi.colab., 1979). Acest fenomen nu poate fi însă gent- 
ralizat; deoarece.se; întîmplă rar, ca un singur lanţ, polipeptidic să fie. im- 
plicat in; toate.etapele unei căi metabolice. In mod. obișnuit controlul sin- 
tezei moleculelor, ARNm, interrelate functional este asigurat de molecule 
reglatoare care acţionează concomitent in. mai. multe situsuri cromozomale 
(Struhl şi colab., 1985). ` | it ici WEAR d 

A&émünátor: ARNm bacterian, moleculele ARNm. de la: eucariote pre- 
zintă' secvenţe ample. netraduse, înainte. si dun. secventele: codificatoare 
(secvenţe „leader si „trailer“; Watson, 1987). 

:O^altá 'caracteristică proprie moleculelor ARNm de la eucariote este 
prezența, secventelor poli A de la: capetele 3' (aproximativ 200 de resturi 
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nucleotidice) (MeLoughilin si colab., 1973; Hereford si Rostibash, 1977; 
Fahrner si colab., 1980). Aceste! cozi poli A nu' sint transerise direct de 
pe ADN nuclear. Tn 'acest proces intervin enzime caracteristice, poliinera- 
zele poli A, care “prezintă specificitate pentru moleculele de ARNm, fapt 


ADN. 


mem c 


Transcriere: 
ARN (— 
5 3 


Recunoaşterea 

e endoriucleazică : 
AAUAAM s! meza 
2,11 30 ñucleotide: 


: incizie 
aa VIERME 


t 
A Coz: poliA. vaio T 
d de 0 pcli-A diis j 


5 SÉ, * 
qa Cozi „poli-A 
(aprox 290 resturi) - 


Fig, 17. Poliadenilarea ARNM- 


argumentat de observaţia că ARNr şi ARNt 


nu prezintă la capetele 3” astfel de secvenţe. 

"Astfel de secvente. poli A sînt adăugate: 
și înaintea (upstream) situsurilor'de termi- 
nare a transcrierii la capetele 3" cr eate'de o 
endonucleazàá. specifică ce recunoaşte! secvenţa. 
AAUAAA şi taie lanţurile ‘ARNm, îndepăr- 


tînd 11—30 de baze după secvenţa recunos-, 
'cută (downstream; fig. 17; | 
'1982).: În schimb, secvențele . poli A nu sînt 


Zaret Și. .colab., 


adăugate la capetele. 3' de lanţurile ARNm 


complete. 


Din motive incá necunoscute; ARNM. 


pentru histone de.là eucariotele superioare 


(nu şi în cazul: drojăiilor), nu- prezintă. ca- 


„pete poli A (Fahrner si colab., -1980). ' Acest 


la capătul 3 (Zaret si colab., 
ý ' 1982). dee fenomen, a condus la ideea că. oricare ar fi 


| functia capetelor: poli A, in orice caz nu: 'sînt 
esenţiale pentru: sinteze ARNm si exportul din nucleu.. Capetele: poli A 
rámin “atașate de moleculele ARNm. si dupá cómplexarea ribozomilor şi 
initierea traducerii. S-a: 'observat.că, în cazul în care lanțurile polipeptidice 
sînt sintetizate: repetat pe aceeași: moleculă ARNM, secvențele Ipoli A se 
scurtează. 

Moleculele ARNm la: drojdii sint traduse de-numai 46 molecule ARNt 
diferite. 

Existenta a 61 de codoni | sens, diferiţi în codul: genetic-a'condus initial 
la ipoteza necesităţii unui număr echivalent” de: molecule. ARNt pentru: 
ir aducere. . 

“Datorită, însă, trásáturii »Wobble* (Crick, 1966), ce apare în impere- 
cherea codon-anticodon în poziţia a treia, este posibil să intervină în tra- 
ducere mai puţine molecule'de ARNt. Specia S. cerevisiae ‘s-a dovedit, in 
prezent, cel mai „potrivit. model experimental de înţelegere a proprietăţii 
wobble, deoarece: 1) &u'fost izolate majoritatea speciilor ARNt'de la 
acest microorganism si au fost determinati 'anticodonii lor; 2) s-a realizat 
clonarea a numeroase gene ADNt; '3) clonarea genelor codificatoare pentru 
proteine a relevat codonii specifici pentru fiecare aminoacid. 

“Dintre cele 46 specii de ARNE 20 sînt prezente într-o cantitate relativ 
mare, iar restul de 26 într-o „proporție. mică. Toate speciile de ARNt de: 
drojdii sînt codificate de 360 gene (Guthrie: si Abelsón, 1982). Deci fiecare 
specie de ARNt este codificată de 8 gene separate. : 

„Dintre genele ADNf,'20'au fost'identificate pe baza mutatiilor în 
supresorii nonsens corespunzători. și ulterior 'cartate genetic (Hawthorne 
şi Leupold, 1974; Sherman, 1982). Hawthorne ṣi: Leupold. (1974). au de- 
nionstrat că. gena pentru ARNESE este prezentă; într-o; singură! icopie: pe 


baza faptului-că mutatiile supresor — sint haploletale. De altfel, s-a 


116: 


stabilit cà în general genele | pentru ARNt nu sînt irma partia în tandem; 
membrii unui anumit set sînt. de obicei localizati pe cromozomi diferiţi 
(Beckmann si colab. 1977; Olson si colab., 1979). Totuşi, s-a: “arătat că ge- 
nele pentru. ARNt4r9 şi ARNtA5P Sint separate de numai 9 pb şi sint. 
transcrise, de“ pe. aceeaşi catenă ADN. (Abelson, '1979). Unele gene ADN 
prezintă secvenţe intronice, localizate în apropierea anticodonului, avînd 
o mărime de 14-—60 pb (Goodman işi colab., 1977; Valenzuela si colab. 
1978; Abelson, 1979; Knapp şi colab., 1979; Venegas și colab., 1979). 
Examinarea anticodonilor diferitelor molecule ARNt. a "demonstrat 
cá proprietatea „wobble“ este mai puțin frecventă la-drojdii comparativ 
cu E. coli (tabelul 14) fapt ce dovedește existenţa la drojdii a unui număr 
mai mare de specii ARNt. S-a. constatat 
cá în cazul codonilor înrudiți ce se ter- =i): i “Tabelul 14 
mină cu |U. sau C. recunoaşterea este rea- 
lizată de un singur tip de ARNt, în Y Ew Dae men” 
timp ce cazul celor ter minati în A sau G 
sint. necesare. două: molecule ARNt di- ` 


ferite. Astfel, pentru aminoacizii ca pro- ^ A treia poziție : anticodonului ba 
lina sau treonina specificati de, seturi ` L a 

de cite patru codoni sînt necesare trei A treia | | | E. coli | | Drojdii 
molecule ARNt diferite. Deoarece și pen- pige WER CT 
tru aminoacidul metionină sînt necesare Nor TU 

două molecule diferite) de ARNt — U A,G, — | Gsaul 
una pentru metioninà. start si una. '. „sau I 

pentru metioninele localizate in in- b uris Bd 
teriorul lanţului — s-a sugerat exis-: G CsauU JI 
tenta. a , 46. Ee „diferite de 

ARNt. 


U* indică un ` reziduu uridiná. 
Din momentul i in care au fost iden- modificat. | ip tiv 
tificaţi codonii utilizati in specificarea- 

proteinelor la drojdii, „s-a stabilit clar cá nu reprezintà o grupare 
randomică. Astfel, dintre codonii sens numai .26 codoni diferiţi specifică 
în mod obișnuit aminoacizii, în lanţurile polipeptidice ale drojdiilor;: este 
vorba; de codonii. recunoscuţi. de cele 20 molecule ARNt mai abundente . 
(tabelul 15; Guthrie şi colab., 1982). Alegerea acestor codoni comuni ur- 
mează trei reguli: generále: D cînd un aminoacid specificat de un set de 
3—4 codoni, bazele.C si U apar. în poziţia „wobble“ ou o frecvenţă egală, 
iar A si G nu'sînt aproape niciodată utilizate (cu excepţia prolinei); 2) in 
cazul degenerárii- pirimidinelor (UUU si UUC specificá pentru acelasi 
aminoacid) situsul „wobble“ poate fi ocupat de U sau C, C fiind preferată 
în cazul în care ceilalţi membrii ai codonului sînt U şi/sau A; 3) în dege- 
nerarea purinelor, in -poziția »Wobble* poate fi utilizată A sau G cu 
aceeași frecvenţă pentru orice aminoacid dat. 

`. În oricare situaţie, împerecherea preferată codon- ánticod6Hi este cea 
care se bazeazá pe complementaritatea bazelor si pe legáturi de hidrogen 
mai puternice (de exemplu, codonul UAC, este preferat codonului UAA în 
specificarea tirozinei, existind tendinţă evitării legăturilor slabe de hidro- | 
Kier AU) (Watson, 1987). 

-Cînd in traducere sint utilizati codoni mai puţin favorizați, recunoa$- 

terea' este realizată de speciile ARNt mai puţin NT Utilizarea mái 
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rară a codonilor mai puţin favorizați dintr-o :secvență:codificatoare. deter- 
mină íncetinirea ratei traducerii şi: ca; o; consecinţă sinteza unei cantităţi 
mai mici de: proteină; DINE. 


^ Sg 1 Tabelul, 15 
Diterite tipuri de: ARN Ia drojdii. si aminoacizii GEES OO, 
(Guthrie Și, E 1982) 
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* = modificare. 


„21,14. REGLAREA EXPRESIEI GENICE. . 
La. drojdii, datorită absenței operonilor (specifici, procariotelor) există, 
in cadrul cromozomilor,.o.cor espondenţă strînsă între unităţile de transcrie- 
re Și, „genele. funcţionale. O genă de drojdie este. astfel definită „ca. un seg- 
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ment de ADN, câre este transcris într-un singur ARNm produs împreună 
cu elementele de control'aflate la cele două capete (fig. 18).! Aceste ele- 
mente: de control; echivalenţii promotorilor: bacterieni, sînt grupe Speci- 
fice de perechi de baze recunoscute de anumite proteine celulare, ce de- 
termină direct iniţierea si terminarea lanțurilor ARN în poziţiile corecte 
(Guarente, 1984). Aceşti promotori ‘diferă: însă fundamental de cei bacte- 


PROMOTOR: EUCARIOT POL Il gw Nr 
: dë d situsul cap 


egene ŘŘĖŮĖ—— - = 
[77577 a pelemente -octivatoare 1,135 g - 

~ 30pb 4 
Los "es wa fef annene Di ., 
pa pă P" vi “Cutia — transcrierir 
PROMOTOR: PROCARIOT Tf „n PribnowW "pe 

FUP 07067 „30 om Ka a a TOO, 
demus 


Fig. 18. Structura. promotorilor la -procariote si eucariote (Serfling si co- 
rech ` ll 2985): i6. S praua 


rieni prin faptul că prezintă secvențe activatoare plasate înaintea: secven- 
tei: codificatoare (upstrem. activating sequences UAS) si secvenţe repre- 
soare (upstream repressing, sequences, URS), reprezentate din- citeva sute 
de perechi de. baze plasate la capătul:5” de iniţiere a transcrierii.(Thireos 
si colab., 1984; Brent, 1985; Brom şi Kornberg, 1985). Legarea. proteine- 
lor: de control pozitive de secventele UAS determină iniţierea transcrierii 
genelor reglate pozitiv, in timp ce legarea proteinelor de control negative 
de secventele URS blocheazá transcrierea genelor reglate negativ (Gua- 
rente, 1984). - =" £3 | "m 1 e 
Aditional acestor elemente, UAS si URS, promotorii .drojdiilor con- 
iin si alte douá componente esentiale: 1) seturi TATAAA. (denumite sec- 
vente TATA) plasate la 20—40 perechi de baze înaintea situsului de ini- 
Here a transcrieriila capătul 5 (secvenţele- TATA pot juca un rol asemá- 
nător secvenţelor:—+35. perechi de baze. din promotoriul lac); 2) un ele- 
ment inițiator. ce înconjoară situsul start, care determină cu precizie sec- - 
venta ce va fi transcrisă (fig. 19). «| 


ap. ` 
— E 


Li | t ut 
—— P 
a. Se rr gef 
20-400pb | | 
1 
t | back | 80- 500 pb us Av 
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ï: us Numeroase gene de garen, sînt țranserise::cu'.o rată constantă de-a 
pei n ciclului: celular. Viteza acestor sinteze constitutive este: dependență 
de .secveníta: specíficá ; de baze. din componența promotorilor. Alți: promo- 
tori „funcţionează cu rate variabile. în funcţie. de mărimea „secvenţei de 
legare. cu proteinele de control specifice, a căror cantitate este controlată 
extern. Aceşti, promotori. controlează -viteza de funcţionare. a genelor 
„reglate“ (sinteză inductibilà; Struhl, 1984). 


TIO. REGLAREA EXPRESIEI GENELOR CE INTERVIN 
ÎN METABOLISMUL GALACTOZEI - 


Genele reglatoare la drojdii, ca si la bacterii, au fost identificate in 
momentul în care au. fost descoperite mutații în anumite . elemente de 
control 'care blochează simultan si funcţionarea altor gene. Sistemele de 
acest gen cel.mai usor de analizat sint cele a cáror Ttuncţionalitate este 
crescută sau scăzută prin: "adáugar ea.unor factori nutritivi (zaharuri, ami- 
noacizi şi-ionul fosfat). Pînă in prezent au fost bine caracterizate cîteva 
gene reglatoare implicáte în utilizarea galactozei. (drojdiile nu contin en- 
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zima de e BS a lactozei-f-gàlactozidaza). Acestea sint galactokinaza, 
produsul genei GALI, galactotransferaza, produsul genei GALT şi galacto- 
zoepimeraza codificată de gena GAL10 (fig. 20, 21) Gehn şi Davis, 1981). 
Împreună. transformă galactoza în glucozo-1-fosfat care 'este convertită în 
glucozo-6-fosfat și intră în calea glicolitică utilizînd ' enzimele” prezente 
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constitutiv: Celulele de drojdie produc aceste trei enzime numâi cînd sint 
crescute in prezenţa 'galactozei; genele! responsabile de sinteza lor nu sînt 
transcrise dach. drojdiile sînt crescute in: prezenţa altei surse: de carbon, 
cum ar fi glicerolul său glucoza (Oshima, 1982). - 

— "Desi, cele trei gene GAL sint localizate foarte aproape una de alta, 
nu formeazá un operon; fiecare este transcrisá într-o moleculă separată de 
ARNm. Moleculele ARNm ale genelor GALI si GAL10 sînt transcrise, di- 
vergent, pornind de la un element promotor comun, în timp ce pentru 
gena GALT funcţionează un promotor separat (fig. 21 John' si Davis, 1981). 


Gena GALA este un reglator pozitiv, produsul ei fiind o proteină de 


99 kdal care leagă specific o secvenţă din promotorii genelor GALI, GAL10 
si GALT: Fiecare promotor conţine - două” blocuri de:/cite 30 perechi de 
baze, protejate de acţiunea nucleazică în momentul legárii prolinei GALA 
(Oshima, 1982). Legarea GAL4 este mediată de un lant de 74 aminoacizi 
plasat la capătul aminoterminal (Siher $i colab., 1984). Secventele din 
fragmentele de 30 perechi de baze prezintă o omologie puternică, prezen- 
tind 18-22 perechi de baze identice într-o secvenţă consens de 23 baze. 
După cum este de așteptat, această: proteină cu funcţia. de legare a ADN 
prezintă o localizare nucleară. wé BW be? UN 

Functionarea genei GAL80 nu se cunoaste cu precizie. Se presupune 
cá este un reglator negativ al transcrierii genelor GAL, deoarece mutan- 
tele care nu prezintă funcţia GAL80 exprimă genele GAL la nivel consti- 
tutiv, deci si în absenţă galactozei. În absența galactozei produsul, genei 
GAL80 împiedică funcţionarea genei, GALA. Se pare că proteina GAL80 
nu prezintă speciticitate pentru ADN, intervenind în reglaj prin inactiva- 


rea directă a produsului genei GALA în absenţa galactozei, deci inhibind. 
legarea GAL4 de ADN (Oshima, 1982). e | 


2146. EXPRESIA GENICÁ CONSTITUTIVA ȘI INDUSA ` 
^ | (REGLATĂ) | 


„Numeroase gene înalt reglate de proteine de control pozitive isi pot 
mentine o exprimare constitutivá, fárá un control extern. Dintre acestea 
bine studiată a fost gena HIS3, ce prezintă ambele tipuri, de expresie ge^ 
nică, în fiecare fiind implicate elemente promotoare, distincte (Struhl si 
colab., 1985). Exprimarea constitutivá a genei His3 se realizează. pe baza 
promotorului TATA situat înaintea secventelor codificatoare $i a elemen- . 


telor initiatoare, care sint diferite de" cele implicate in expresia reglatá 


(tig. 22). 
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Este, interesant de semnalat faptul că elementul iniţiator pentru .ex-. 
presia constitutivă, format, din. 17. perechi de baze AT}; „poate acţiona bi- 
directional. Astfel de seturi poli dA—dT au fost, identificate si in alte.situ- 
suri de iniţiere constitutivă, sugerind. faptul. cá reprezintă. un semnal :ge- 
neral pentru expr esia 'constituțivă. In. favoarea acestei ipoteze, este faptul 
că, nivelul expresiei, constitutive creşte cu. ‘lungimea secventelor. poli dA—- 
dT. Deoàar ece segmentele poli dA—AdT nu pot forma nucleozomi,.s-a avan- 
sat ideea. cá reprezintá regiuni de ADN necompacte in nucleozomi, nece- 
sare interacțiunii cu proteinele implicate în inițierea lanțurilor ARN. 

Expresia genică. indusă este caracteristică genelor, codificatoare pentru 
enzimele implicate, în biosinteza aminoacizilor Şi este dependentă de pro- 
dusul genei GCN4 (Struhl, .1985). Reglarea” acestui, set mare de gene este 
denumită: „contr olul general at aminoacizilor. „Activarea acestor gene apare 
în: momentul: în care unul dintre aminoacizi este deficitar. (de exemplu 
histidina î în cazul genei His3). Elementele initiatoare,. plasate inaintea sec- 
ventelor codificatoare pentru reglarea expresiei His3) (expresie indusá). sint 
secvente de perechi de baze. TGACTC. de care se Jeagă proteina GCN4. 
Seturi asemănătoare TGACTC au fost identificate înaintea tuturor pro- 
motorilor ce se găsesc sub conirolul GCN4. Este interesant de, notat cá 
transcrierea, genei GCNA4 însăşi nu este reglată. de lipsa aminoacizilor. 
Expresia genei "GCN: 4 este réglatà la nivelul traducerii, cu o traducere 
mai eficienţă în cazul absenței, unui “aminoàcid. ARNM al genei GCN4 
prezintă o regiune 5” neobișnuit de lungă, e care conţine patru codoni start. 
Dacă acești codoni sînt îndepăr tati creşte foarte mult eficiența traducerii. 
Este posibil ca aceste situsuri AUG sá complexeze ribozomii pentru a îm- 
piedica legarea de alti. ribozomi şi, astfel, inițierea traducerii în situsuri 
start corecte. 

Elementele genetice transpozabilé la  drojdii, Elementele genetice 
transpozabile sînt segmente specifice de ADN ce se pot deplasa si integra 
în poziţii variate în „același genom sau în genomuri diferite, Aceste enti- 
táti genetice conţin ò regiune centrală. unică ce cuprinde și gene pentru 
transpozaze precum și segmente flancante cu secvenţe repetate direct sau 
invers. 

Elementele genetice de control au fost iniţial descrise . la porumb 
(MeClintock, 1952, 1996), prezenţa. lor fiind corelată cu apariţia unor mo- 
dificári impor! tante in. structura cromozomilor, transmisibile ereditar, care 
controlează pigmentarea . boabelor si apariţia aspectului variegat. 

Pînă în prezent astfel de structuri genetice au fost descrise la unele 
virusuri, bacterii, drojdii, porumb, și la Drosophila. 

da drojdti transpozonii sint denumiți elemente Ty sau retrotranspo- 
zoni. Elementele.Ty de la Saccharomyces cerevisiae sint strîns înrudite 
cu provirusurile retrovirale de, la eucariotele superioare atit in ceea ce 
priveste structura, cit si strategia de “exprimare (Roeder si Fink, 1983; 
Varmus, 1983; Mellor si colab..1986). `" 

"Majoritatea genomurilor de drojdie contin "aproximativ ` :35:.de: ‘Copii 
elemente Tu eu o lungime de 5,9. ob, Fiecâre element Ty este format 
dintr-o regiune centrală unică de 5,2 kpb, denumită epsilon si din :două 
regiuni lungi terminale repetate. direct (LTR — long terminal repeat) de 
340 pb fiecare, denumite delta (Camer on. și colab., 1979, fig. 23). Fiecare 
element delta conţine un: promotor şi secvențe recunoscute de Veni popae: 
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Între: elementele "Tu. şi genomurile retrovirale există similitudine atit 
în ceca. ce priveşte structura genetică cit şi funcţionalitatea, evidentiin- 
du-se un mecanism. de transpozitie identic; Astfel, transcriptul primar al 
oricărui element. Ty: este: un ARNTy' care prin revertranscriere este con- 
vertit într-un .ADN complementar transformat ulterior într-un: dublu 
helix, formă sub care se inseră într-o nouă regiune cromozomală. ARNTy 
„de 5,7 kb este iniţiat de la capătul 5^ LTR şi se termină la capătul 3 LTR, 
prezentind o redundânţă terminală” de aproximativ 20 nucleotide (Elder 
si colab., 1983). Pe baza acestui ARN sint reverstranscrise două gene su- 
prapuse! TYA şi TYB. Gena TY A este analoagă: functional proteinei retro- 
virale gag: (Adam st colab., 1987;:gena gag codifică pentru' proteina virală 
ce se asociază cu ARN viral. în scopul formării nueleoidului).  . 

Gena`TY B codifică! proteine omoloage reverstranseriptazei retrovirale, 
integrazei şi proteazei acide (Toh si colab., 1985; Winston si colab., 1984). 
Elementele Ty produc particule virus-like (T'y—VLP) care: cóntin proteine 
codificate. de Ty, reverstranscriptazá şi ARN (Garfinkez si-coláb.;, 1985). 

Produsul primar al genei TY A esteto pioteină de D kd, denumită pl 
(Mellor și;colab., 1985). ott St brioso:t 

Gena TY B determină formarea unei proteine:de fuziune TY A; TYB, 
denumită ;p3 (190 kd), printr-un! eveniment specific »frameshift*'(Mellor 
Si.colab., 1985). ic ; ( joAp 4 ! ; 9l 

Próteinele pl si p3 sint: proteine precursoare Care Sint ulterior clivate 
de o proteazá codificată de Ty; pentru-a "produce proteine mature Ty. 
Acestea sint asamblate în. particule virus-like (Ty—VLP38) care conţin! şi 
ARNTYy: si; reverstranscriptază. Proteina structurală majoră în particule 
este: proteina p2'(Mellor şi colab; '1985)ce derivă din al prin clivaj post ` 
transcriptional (Adams şi colab., 1987). ra mi Hs DADO 

Prin! inserţia unui element transpozabil án promotorul unei gene Se 
modifică expresia: genei respective in sensul activării sau represiei. Expli- 
cátia activării genelor: se bazează pe observatia că" secvențele” flancante D 
ale elementului Ty: conţin: promotorii: ce: pot reprezenta semnale start 
eficiente pentru. transcriere, Gena. activată este adusă sub controlul tipu- 


lui celular, de împerechere, astfel încît expresia genicá este înaltă in celu- . ` 


lele haploide a şi o si scăzută în diploizii-a/a, (Errede si colab;, 1960). 

| Aceste: mutații. mediate de Ty sint cunoscute ea mutante; ROAM (Re- 
gulated Over, producing , Alleles. respondin, to, Mating, type): Mutantele 
ROAM sînt rezultatul. integrării, elementului, Ty înaintea genei (upstream 
of à gene), în aşa fel încît tra scrierea transpozonului să se realizeze. în 


afara genei activate (Roeder şi Fin 


| ik, 1983). Astfel, activarea genelor me-. 
diată de Ty este dependentă strict de poziţia si orientarea elementului 
transpozabil. | tr LOB" A CAN. | 


.. 2.1.1.7. STRUCTURA GENELOR LA DROJDII 
Zia) AOL Wl b, AJAR d AHHA ] 

“Dacă la majoritatea eucariotelor superioare genele prezintă o struc- 
tură discontinuă, cu 'exohi şi introni, la S: cerevisiae numai puţine gene sint 
mozaicate. Este vorba de genele pentru actină $i de majoritatea genelor 
pentru ARNt: În schimb, là S. pombe măjoritatea genelor au structură 

discontinuă. Această descoperire a demonstrat că cele două specii de droj- 
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dii nu Sint att de înrudite cum. s-a crezut iniţial. S. cerevisiae. şi:S. pom- 
'be au evoluat. divergent, fapt ce a determinat o mare. deosebire genetică 
între 'cele două; specii. In prezent ee consideră că cele două ciuperci uni- 
celulare sînt tot atît de îndepărtate între ele, din punct de vedere: genetic, 
ca şi de genomurile: nertebrateloh superioare: (Watson, 1987). 


12.2. GENOMUL. MITOCONDRIAL 


Mi negii et bw: un organit: complex: specializat în respiraţia celu- 
lară şi: în: fosforilarea oxidativă, care prezintă un sistem. genetic "propriu 
și implicit mecanisme specifice de'sintezá proteică, Genomul: mitocondrial 
cuprinde. informația: genetică: caracteristică. pentru” puţine: componente 
mitocondriale; esenţiale; majoritatea, proteinelor mitocondriale (~ 953%), 
incluzînd enzimele. responsabile. de replicarea și transcrierea ADN. mito- 
condrial, sînt codificate: în. nucleu, sintetizate. în “citoplasmă și ulterior 
transportate în mitocondrie. Se poate preciza, astfel, faptul că biogeneza 
'mitocondriei reprezintă un proces complex care necesită interacţiunea a 
două genomuri — nuclear si mitocondrial. 

Studiile ; genetice asupra :mitocondriei la drojdii: au fost. iniţiate Cu 
40 de ani în urmă de Ephrussi si colab. (1949). S-a stabilit, astfel, faptul 
cá unele funcţii mitocondriale sînt, controlate, de un factor citoplasmatic 
autoreproductibil, „denumit factorul p: (Slonimski, 1953; Ephrussi şi Slo- 
nimski, 1955). Existenţa ADN la-nivelul.mitocondriei a: fost evidenţiată 
cîţiva. ani mai tîrziu la vertebrate si ulterior la! drojdii (Schatz şi: colàb., 
1964; 'Tewari şi colab., 1965): Observatia că: ADN initoconarial (ADNmt) 
este profund alterat în mutantele P^ (mutante ipetite cu deficiență Tes- 
piratorie), dar nu: şi: în- cazul imutantelor nucleare cu deficiență: respira- 
torie (pet”), a demonstrat concludent; cá. ADNmt este materialul ereditar 
specific mitocondriei ce se identifică cu factorul p (Mounolou şi colab., 
1966, 1968). Ulterior: au fost'aduse noi: precizări referitoare la. funcţionarea 
mitocondriei la drojdii de experimentele realizate cu antibiotice de tipul 
eritromicinei: şi  cloramfenicolului: care inhibă. sinteza proteinelor” mito- 
condriale. (active în general asupra 'ribozomilor ` bacterieni), dar nu si sin- 
teza proteinelor:citoplasmatice (Clark-Walker si Linnane, 1966; Lamb ȘI 
colab., 1968). “S-au obţinut, astfel, mutantele- mitocondriale rezistențe ja 
eritromiciná sr cloramfenicol (Thomas: E  Wilkie, . 1968; Coeri Si colab., 
1970; Dujon si colab. , 1977) cu mutatii punctiforme, ce afectează [o anumità 
functie mitocondrială (Flury si colab., 1974; Tzagoloff si colab., 1975; 
Slonimski si Tzagolotf,. ha care au. deschis. noi. perspective: studiilor de 
genetică mitocondrială. 


Zeg JL CARACTERIZAREA GENERALĂ A ADN MITOCONDRIAL 


Deşi, ADN mitocondrial. (ADNmt) prezintă, o.mare diversitate jn ceea 
ce, priveste forma, „dimensiunea si. compozitia in baze. s-au descris. totuși 
o serie de similitudini, la nivelul: grupelor filogenetice, majore: (tabelul 16) 
(Gillham, 1978; Gray, 1982; Gray si Doolittle, 1982), 
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Lg: tei i Tabelul 16 
Mărimea şi conformatia ADNmt la diferite grupe filogenetice 


a 


à : ; gr ate. 
„Categoria ` Folia” | Lungimea, moleculară | 
„taxonomică 4H Hm GT 
id Bi kk 
Protozoare: | Acanthamoeba ' 2 äs E 
'castellanii 'Circular 12,7 26 
Paramecium aurelia: Linear "13,8 30—35: 
„Tetrahymena: HOON A asl 
pyriformis Linear | 15 1 ^30. 
Tr "ypanosoma mega Circular "9.0. (maxi- 16,1 | 
p mum) ` “Unaxi- 
0,74. (mini- mum) 
mum) 1,49 
(mini- 
mum) 
Fungi si : Physarum : Et 
drojdii polycephalum Circular 19,1 41 
Brettanomyces: hs H? 
„anomalus | Circular 18,2 38 
Brettanomyces d AT ^ Sr 
'custersii | A94. 11 
„Candida parapsilosis Circular 1 23.1 
.Hansenula. mrakii | Linear ` ZZ 36,4 
'Hansenula' wingei “Circular 8,2 -17,3 
Kloeckera africana Circular 8,3- ké: 
Kluyveromyces ` (dën Fa, i 
| lactis Circular. 1144. .24,0 
Saccharomyces Lë dro ; , 
' cerevisiae . | Circular 21—25 46—52 
Saccharomycopsis d 
.lipolytica , „Circular AER 29 
Schizosaccharom: yces 
| ;pómbe Circular 6,0: 12,5 
Torulopsis glabrata.. ` | Circular 6,0 128... 
Fungi i Aspergillus. nidulans Circular 10—10,6 20—21 
 filamentosi  Neurospora crassa Circular 18—22 TE 
KÉ .Podospora anserina ;| Circular: EN : 61—83: 
Metazoare fe Dn, EE z ; | 
Nematoda Ascaris lumbricoides Circular 48 ^10, 
Crustacee ` Artemia salina - Circular 5,1 ~10,7 
Insecte ‘Drosophila. 3 ; 
„ melanogaster. Circular : „6,2. 12—35 
Echinoder- i P. "T" . 3 
mata Lytechinus pictus Circular . 47 299 
Peşti. 4 Carrassius carrassius- | Circular. 94. 13 
Amfibieni ‘Xenopus laevis - Circular 5,8 12,2 
. Reptile Terrapene ornata; /| Circular 53 Il 
Păsări: Gallus domesticus ` Circular’ 5,4 ~11,3 
Mehide Homo sapiens, | Circular . | «9,2 710,3. 
Alge Chlamydomonas Ae e 
| ` reinhardtii Circular 45. 9,8 
'Embriofite- "o. = 
-Monocotile-: RT ; 
donate Zeg mays.: Circular „300 
Dicotiledo- Solanum tuberosum Linear À ~100 
„mate : 'Oenothera berteriana | Circular ^21 "66 
Cucumis melo ide «1680 
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Astfel, ADNmt la metazoare este în general mic şi circular [5 jum 
Jungime (= 10X 10% daltoni) sau 15—16 kiloperechi de baze (kpb) (Borst 
si Favell, 1976)]. La plantele superioare ADNmt manifestă o. mai mare 
heterogenitate, prezentind forme, circulare si liniare si dimensiuni! diie- 
rite: Astfel, primula de seară (Brennicke, 1980) si mazărea (Kolodner. si 
Tewari, 1972) contin un ADNmt circular cu o circumferință. de aproxi- 
mativ 30 um (~ 90: kpb sau 60 Md), in timp ce ADNmt cel mai mare s-a 
identificat la cantalup de 1600 Md (Ward si colab., 1981). 

Genomul mitocondrial la ciuperci este în marea, majoritate circular, 
iar în cazul drojdiilor prezintă dimensiuni cuprinse între 12,8. Md (6 um, 
18,9 kpb) la Torulopsis glabrata (O'Connor si colab:; 1976) si 71 Md (34 um, 
108 kpb) la Brettanomyces custersii (Clark-Walker "Si^ :colab., 1981);:la 

Saccharomyces cerevisiae ADNmt este circular si are 50 Md (25 um, 

. 15 kpb): (Hollenberg.si colab., 1970). Au fost descrise diferente în ceea ce 
privește dimensiunea şi forma ADNmt chiar în cadrul aceluiaşi gen. Ast- 

- fel, specia Hansenula mrakii prezintă un ADNmt liniar de 18 um (Kveso- 
lowski și: Fukuhara, 1981), în timp ce H. wingei are un: ADNmt circular 
de 8,2 um (O'Connor și colab:, 1975). | 

Cea mai mare diversitate a ADMmt se intilneste la protozoare, Chla- 

_mydomonas reinhardtii prezentind un genom mitocondrial circular de 
5 um “(Ryan și colab., 1978), Paramecium aurelia un genom. liniar de 
14 um (Goddard si Cummings, 1975), Tetrahymena pyriformis-un ADNmt 
liniar de 15 um (Goldbach si colab., 1977). S-au înregistrat diferente si in 
compoziţia în baze a ADNmt la diferite organisme eucariote, Saccharomy- 

ces cerevisiae prezentind aproximativ 20% perechi de baze (GC care 
echivalează cu o densitate de plutire de 1,683, în timp ce rata (Anas pla- 
tyrhynchos) prezintă 60% (G+C) (densitate de plutire 1,711; Borst si 


Kroon, 1969). | ur 
Genomul mitocondrial de la S- cerevisiae se caracterizează printr-un 
procent mare de perechi de baze.(4A4-T) şi prin tendinţa de a suferi deletii 
(cauza principală a mutantelor petite) cu o frecvenţă màre.. Regiuni jm- 
portante din genomul mitocondrial sint atît de bogate, în perechi, de baze 
(A--T), încît sînt incapabile să specifice proteine; s-a presupus că repre- 
zintá ADN nonsens sau „egoist“, desi în aceste zone pot să apară origini 
multiple de replicare: ` | tes: 
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(Light-L)] şi: subunitatea oa ATP-azei este codificată de .ADNmt (la 
mamifere gena pentru subunitatea 9 ATP-azică este localizată în nucleu). 


Ca si în cazul. genomului mitocondrial. mamalian . secventializarea 
ADNmt de la 'drojdii a relevat existenţa mai multor cadre deschise citirii 
(open reading. frames) pentru: care nu au fost identificate proteinele.cores-: 
punzătoare (URF-unassigned reading: frames). S-au evidenţiat, de aseme- 
nea, secvenţe lungi de: ADN care nu prezintă codoni stop în cel puţin. unul: 
dintre cadrele. de citire şi cu un codon iniţiator AUG (neobișnuit) spre 
capătul D. Ca şi în cazul mamiferelor; genomul de drojdii prezintă; excep- 
ţii de la codul universal. Codonul terminator UGA: codifică pentru trip- 
tofan, iar codonul: CUA. (şi probabil întreaga familie. CUN) este tradus 
drept treonină în loc de leucină, prin: intermediul unui ARNt treonină cu 
anticodonul GAU (Li si Tzagoloff, 1979) (tabelul 17). 


| Tabelul 1? 
/Abateri de la codul genetic standard 
M ) j J i Lei D b j : RK 
Codonul Codul ` | Specia din care a fost analizat | Aminoacidul. 
UM ' universal ADN-mnitocondrial ' | codificat - 
UGA . „Stop | Om ` PEPAY 
"it "(Bovine „Trp. 
Droid ` — Trp 
dÄ Neurospora Trp 
AGR* Ha Arg | Om “stop. 
CL jn | - Drojdii Are 
` | Neurospora Arg 
„CGG | Arg | Om Arg 
3 Drojdii Arg 
Porum Trp: 
AUA a in 1! pa | Om: Met 
| d ^Boviné Met . 
dus Droid le 
CUN** | Leu Ji irma Leu 
| Pe nu e Bovine, Leu. 
Thr 


Drojdii: 


R+=A sau G; N*A, GC său U 

Pînă în prezent nu.s-a stabilit cu precizie aranjarea genelor în geno- 
mul mitocondrial. $-a constatat că genele codificatoare pentru polipepti- 
dele membranei interne (apocitocromul-b; COI, II si HI; subunitátile 6 si 9 
ale ATP-azei) sint “poziţionate diferit comparativ cu genele corespunză- 
toare mamaliene, dar ca şi în cazul genomului mitocondrial manialian nu 
se realizează gruparea genelor cu funcţii interrelate. De'asemeneà, spre 
deosebire de genomul mitocondrial mamalian genele pentru “ARNr și 
pentru proteine nu sînt separate regulat dé gene pentru ARNt; genele 
pentru ARNt la drojdii sînt localizate! sectorial si nu. alăturat: genelor 
ARNTr 21S. | icf 

Genele mitocondriale de drojdii diferă semnificativ de cele mamaliene 


prin faptul cá unele dintre ele sînt mozaicate, conținînd unul sau mai 
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mulţi introni (Borts, 1980, 1981). Anumiți introni sint absenti la unele 
tulpini'de S; cerevisiae si, astfel, au fost consideraţi: neesentiali sau hop- 
tionali* (Borst, 1980). Intronii optionali nu se deplaseazá de-a lungul geno- 
mului mitocondrial, prezentind. o poziție fixă. Pornind dela această. ca- 
racteristică ai de là faptul cá nu’ prezintă secvenţe terminale direct sau, 
invers repetate s-a avansat ideea 'cá intronii genelor  mitocondriale de 
drojdii nu: pot fi confundați: cu elemente" transpozabile (Kleckner, 1981). 
Un astfel de intron optional apare în' gena ARNr-21S si este asociat cu 
fenomenul: de: polaritate a recombinárii. Alte'gene mitocondriale. mozai- 
cate ce codifică: ' proteine: sint locusul cob-box pentru apocitocromul-b ce 
contine cinci introni, dintre care cel puţin: doi sînt „opționali“ si gena'o0xi3 
pentru subunitatea COI CO nouă. introni, dintre care cel. puţin patru sint 
optionali. În mod paradoxal, diania URP sint in marea. 1 major itate locas: 
lizate la nivelul. intronilor. 
Existenţa. genelor mozaicate presupun elteren unor procese" iie 
prelucrare post transcriptionale si a unei proteine cu rolul de îndepărtare 
a intronilor din ARN — o j,maturazá* (Slonimski şi colab., 1982). Spre 
deosebire de 'genomul: mitocondrial mamalian de ; .drojdii există! probabil 
mai multe situsuri- promotoare. -În -urma prelucrării ARN prin .excizia 
intronilor sînt generate molecule ARN cir culare inchise. | 

Asemănător tuturor. sistemelor. mitocondriale și procariotelor, tradu- 
cerea informaţiei genetice începe cu codonul iniţiator N-formil-metionina, 
iar sinteza proteică poate fi inhibată eu: eritromicină sau 'cloramfenicol, 
dar este insensibilă. la cicloheximidă; un inhibitor al sintezei proteice la 
eucariote. Sinteza proteică din mitocondrii se realizează probabil coordonat 
cu sinteza proteinelor membranei interne din citosol, unele proteine cito- 
plasmatice fiind impor tante în organit ca molecule precursoare mai lungi 
cu 20—60 aminoacizi decît proteinele mature, care sînt prelucrate ulterior. 

Datele obţinute pe baza:cineticii de renaturare ADN--ADN şi în urma 
- analizelor de restricție au demonstrat: că ADNmt al unui anumit organism 
este reprezentat dintr-o populaţie de molecule de o mare omogenitate si 
cu o lungime corespunzătoare conturului estimat pe; baza imaginilor 
electr o-microscopice. Totuşi, analizelé' de fineţe au relevat diferente sem- 
nificative in márimea: -ADNmt in cadrul aceleiaşi specii. Astfel, lungimea 
ADNmt apartinind'unor tulpini diferite de Tetrahymena- pyriformis varia- 
ză între 28,2 si 32 kpb (Goldbach si colab., 1977). La S. cerevisiae. ADNmt 
a fost analizat î în detaliu. Deoarece. în iod obișnuit se izolează cu. dificul-. 
tate. molecule. circulare de ADNmt de aproximativ 25 um de la S. cerevisiae 
fárá.a fi degradate, pentru ca: ulterior să fie vizualizate electrono-micro-. 
scopic (Hollenberg, 1970), estimarea. cu acuratețe a lungimii genomului s-a 
realizat pe baza: analizelor de restricţie, Astfel, pe baza acestor tehnici au 
fost analizate mai multe tulpini de.S.; cerevisiae şi s-a constatat, că lungi- 
mea ADNmt variază între. 68,0 şi 78,3 kpb'(Prunell, şi colab., 1977; San- 
ders ai colab;, 1977). Această mărime. heterogenă se datoreste. diferitelor 
combinații: întie. insertiile și deletiile. majore (1—3 kpb) si minore Le $54 
50 pb), detectabile pe .baza schimbárilor in mobilitatea electroforeticá a 
fragmentelor obținute cu enzime de restricţie şi a situsurilor de: — 
pierdute sau cîștigate; ordinea genelor nu este in general afectatá.' ` 
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" Slonimski şi Lazowska (1977) au subliniat faptul că inserfüle majore 
pot fi analoage elementelor transpozabile, desi nu. s-a evidenţiat tránspozi- 
tia acestor secvenţe ín diferite situsuri din genomi SCH si Sein 1977; 
Heyting şi colab., 1979; Bos'şi colab., sa A | 
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Delta: 
RK 


 DRF"/ 


Fig. 23. Structura, transpozonului: 
Ta EMH — element „enhancer“; ORF — open 
reading frame; LTR — secvență repetitivă ter- ` 
minalá lungă întîlnită la: retrovirusuri st la / Tyl; 
La Tul sînt denumite si elemente delta (Fink şi 
. colab., 1980). 


. Referitor la compozitia in baze a ADNmt de la S. cerevisiae s-a con- 
statat cá prezintă cel mai scăzut procent de (G+C) (—189/5) dintre toate 
ADNmt funcţionale. Analizele de restricţie realizate de Bernardi şi colab ` 
(Bernardi E colab., 1972; bos E colab., 11972; Ehrlich SL colab., 1972; 


pete sr 


patru i A at aa Ta un RENA lum in (A3-T) cu mai MT de (<) 
99/5 (G+C) cu o lungime. de 4X105. daltoni, reprezentind aproximativ 
50% din. genomul mitocondrial, denumit. spatiator (spacer); 2) un frag- 
ment cu o compozitie in (G+€) moderată (22—65%) de dimensiuni si- 
milare cu fragmentul 1 şi reprezentind tot aproximativ 500% din genomul 
mitocondrial si denumit „gene“; 3, 4) douá fragmente scurte (750—80' 
pb) bogate in (G+C) ce pot prezenta. sau nu situsuri pentru. -enzimele de 
restricție” Hae III (taie GGCC) şi Hpa 1 (taie CCGG) şi reprezintă: 2-—30/4 
din genom. - 
“S-a sugerat că genomul mitocondrial are o organizare tripartità: cu 
o regiune bogată in (G+C) cu funcţie reglatoare ce 'corespunde probabil: 
unui promotor, urmată de o genă si în! final un;spatiator. S-a presupus 
cá jn total sint: aproximativ 60 de astfel de elemente (Bernardi și colab., 
1976; Prunell si Bernardi, 1977). Desi se precizeazá faptul că segmen- 
tele bogate in (A--T) nu codifică proteine și corespund ADN „egoiste 
(Doolittle si' Sapienza, 1980; -Orgel si Crick; 1980), existenta unor trans- 
cripte-mai lungi: decit élementele tripartite (Van: Ammen şi colab., 1979) 
demonstrează faptul că spatiatorii pot fi transcrigi şi cá; nu toate segmen- 
tele bogate în'(G+C) acţionează: ca promotori. Segmentelor! bogate” în 
(A+T) au probabil următoarele funcţii: ` 
— rezervă de secvenţe guasiomoloage ce permit crossingovere ine- 
gale între diferite párti din genom si astfel, o evoluţie genomicá rapidă 
prin rearanjamente ample (Prunell si colab., 1977; Fonty si colab., 1978). . 
Aceste segmente: pot fi importante şi în apariţia mutantelor petite; . 
d oe POL în. prelucrarea moleculelor " precursoare (Borst: şi” colab., | 
WI 
^. -m rol reglator corelat- cu atit olisdinid rer capacitate a celulelor de 
S. cerevisiae de: a represa biogeneza mitocondriilor in. condiţii Bei anaero- 


Kr Biologia şi tehnologia 'drojditlor, voL II 129 


bioză sau în prezenţă unor concentraţii mari de glucoză (Borst. si Griveli, 
1978). Această ipoteză. „metabolică“ nu ;explică. însă apariţia segmente= 
lor bogate în: (447) în situsuri specifice din genomurile mitocondriale 
de la diferite specii de Drosophila; cars. determină variaţia lor în mărime 
si compoziţie în baze (Shah si Langley, 1979; Zakour si Bultman, 1979). 

Studiile ulterioare de secventializare ale ADNmt au confirmat unele 
aspecte àle modelului Bernardi, dar le-au infirmat pe altele. ‘Genomul 
mitocondrial este. într-adevăr format în - majoritate : din segmente lungi 
(A--T), dar în timp ce unii spatiatori se găsesc intre gene, alții sint lo- 
calizati în interiorul genelor „split“: făcînd parte din introni. S-au iden- 
 tificat, de asemenea, secvenţe bogate in (G+C) în interiorul genelor. 
De asemenea, în cazul genei ARNr. 21S a fost infirmat rolul de promotor 
al mini-insertului „opţional“. In.sfirtit, s-a: dovedit că numărul total al 
elementelor genetice din. genomul mitocondrial de drojdii. este mult mai 
mic decît 60. 


22.2. CARTAREA GENOMULUI MITOCONDRIAL 


„Hărțile genetice ale genomurilor mitocondriale ce aparțin unor tul- 
pini, diferite au. fost elaborate prin combinarea unor metode genetice şi. 
fizice, unele dintre ele specifice pentru mitocondrie. 

Cartarea. genetică, prin recombinare, desi este o metodă clasică pentru 
alte sisteme genetice, piezintă un rol limitat în cazul genomului mito- 
condrial, deoarece locusürile genetice sînt distantate la numai 1500 pb 
unul faţă de celălalt si sint nelinkate genetic.(Dujon, 1981). 


1 1 m. TS 


„O. metodă specifică pentru cartarea ADNmt de drojdii.. constă. în 
analiza cantitativă a markerilor genetici .conservati si eliminaţi in tim- 
pul formării clonelor petite (p^). primare, secundare si terțiare (Molloy 
şi colab., 1975; Schweyenicolàb. 1976)... 
Prin utilizarea acestei metode se determină markerii, genetici. reti- 
mutt de fiecare clonă e^ după exprimarea lor („marker rescue*) într-un 
genom e", iar ordinea markerilor şi distanțele lor pe. hartă se stabilesc 
pe baza a două criterii.(Schweyen. si colab., 1981)::1) În cazul in care se 
iau în consideraţie markerii genetici. doi la doi, frecvenţa de „separare 
dintre ei observată (de exemplu frecvenţa clonelor. e" cu! genotipurile 
A*B? si A0B+) comparată cu frecvenţa de separare așteptată din retine- 
rea fiecărui. marker individual, determină. distanța lor genetică; 2) con- 
siderind markerii genetici patru la patru există trei :ordonări posibile pe 
harta genetică. Criteriul „dublă pierdere/dublà, reţinere“ determină or- 
dinea corectă deoarece posibilitatea codeletiei.a doi markeri contigui 
este mai mare decît probabilitatea dublei .delaţii-a doi markeri noncon- 
tigui si păstrării a altor doi markeri. Aplicarea acestor două criterii, uti- 
lizind.. markeri . genetici potriviți, a, permis construirea här circulare. 
mitocondriale (Schweyen si 'colab.,.1976). | kl gäe P 
Altă tehnică utilizată în identificarea mmarkerilor:mitocondriali este 
reprezentată: de cartarea deletiilor petite (Choo si colab., 1977). Această 
metodă se bazează pe „salvarea“ (rescue) markerilor genetici purtaţi de 
uh genom p- In urma recombinării într-un. genom 'p*. În acest caz, pot 
„fi cartate o serie de mutații punctiforme pe baza: unei matrițe de încru- 


130 


cișare între diferite mutante p^ ce prezintă. mutații punctiforme diferite. 
Pe baza acestei matrițe poate fi dedusă o ordine unică a mutatiilor punc- 
tiforme, pornind de la premisa că secvența reţinută in mutantele e” nu 
contine deletii intime sau rearanjamente. Interesul major al metodei 
constă in faptul că, pot fi corelate intervalele genetice de pe ADNm+ cu 
cele fizice (analiza fizică a secventelor p-). Fiecare interval fizie poate 
fi localizat cu precizie pe harta de restricţie: a genomului mitocondrial 
„printr-o. serie de metode (clivare cu enzime de restricţie, hibridare). 
Cartarea fizică constă în: analiza ADNmt cu enzime de. restricţie si 
localizarea diferitelor situsuri' pentru; endonucleazele de ‘restricție (Dujon 
și colab., 1978; Linnane si Nagley, 1978; Morimoto si Rabinowitz, 1979). 
Corelatia dintre hărţile fizice si genetice s-a realizat pe baza unor 
metode diferite si anume: A | ll 
— cartarea fizică a ADNmt petite. conținînd locusuri cunoscute si 
extrapolarea hărţii fizice petite la genomul p* (Borst si-colab., 1979); 
— hibridarea ARNmt sau ADN de La tulpini petite bine definite cu 
ADNmt de tip: sălbatic restrictat (Choo. şi-colab., 1977; Borst si colab., 
Hike ee Perah." vs Cé Ze 
i — hibridarea produșilor. genelor-. cunoscute, cum ar “fi ARNt sau 
ARNr cu segmente. definite de ADNmt (Rabinowitz şi colab.y 1976; Van | 


Ommen și colab., 1977); | | ; 
— studii de microscopie electronicá, incluzind cartarea prin dena- 
turare parțială si examinarea heteroduplexurilor ARN-ADN (Bos şi co- 


lab., 1978; Faye'şi colab., 1979); ` 

— transcrierea si traducerea in vitro a unor segmente de ADN de- 
finite și identificarea produsilor genelor respective (Grivell şi Moorman, 
1977; Moorman şi colab., 1978). ^: ` 

Prin combinarea metodelor genetice şi fizice s-au stabilit hărţile de- 
taliate ale genomurilor la citeva tulpini-de drojdii (fig. 24). Compararea 
hărților fizice ale. ADNmt de la diferite tulpini de.drojdii-a demonstrat 
că organizarea genelor este în general apropiată, dar există însă unele 
variatii majore si minore în secvenţa bazelor. Aceste variaţii reprezintă 
un tip particular de polimorfism datorat-unor insertii specifice în anu- 
mite poziţii. După. cum s-a precizat, insertiile mari (— 200 pb —. 1 000 
pb) reprezintă introni optional? apartinind.la-trei gene mozaicate.. Varia- 
tiile minore “reprezintă insertii sau deletii ale unor segmente scurte 
(«100 pb fiecare) cu o largă răspîndire in genom. NA UEL 14 

“Genomul mitocondrial controlează ‘două tipuri de funcţii (tabelul 18). 
Primul set de gene, cuprinzind mutatiile mit- şi/sau ant? (mutații de re- 
zistentà la antibiotice), codifică pentru polipeptide mitocondriale hidrofobe 
(trei subunitáti 'de citocromoxidază; două subunități ale A'TP-azei şi apo- 
citocromul-b). Aceste gene sint traduse la nivelul ribozomilor mitocondriali 
$1 asamblate în: complexe funcţionale ce se leagă de membrana mitocon- 
drială internă. Celelalte gene identificate ca mutații syn— şi/sau añt? codi- 
fică pentru unele elemente ale complexului mitocondrial implicat în sin- 
teza proteică (două molecule de ARNT, întregul set de ARNt și produsul 
Ké 20 Ee, Ae: varl, o proteină asociată cu ribozomii” mitocon- 

rial). . | 

Genele mitocondriale la drojdii. Genele pentru ARNr. Cea mai sur- 

prinzátoare trásáturá a organizürii genelor ADNr in genomul mitocon- 


T 131 


os nu əə .aluaAdas 


-unydaid 


"(qdx 8 
nunay no 


IO? 


D 


GL VI — PITH) » 
qəun opundsoioo 


si 


TRTA. 


- qeux 


reet 'uofna) an op. opopea uj gurtidxo 


gun] 


A8 


= 3)a[na139 no riniugunjdo4p IMO = mepund rnnmngunjdo1p :95puoxo -ojuoA 


39s = o18eu my3 


uyay no urdin} tun opundso100 g eH "(Qd o ont () Ae 
u-— ASV "Ec 2 


y ?P?H "[PLipuooojrur In[nuroua3 E gornjuos2 I$ GOU eye 


Tabelul 18 


Gene mitocondriale, locusuri și: mutante la ‘Saccharomyces cervisiae (Dujon, 1981) 


H 


Nomenclatura 


Now e Jim Aee, fI Clasele! ` 
oun LE: | Em "a al — enun (7 
x F AATE | tante . mutantelor 
1 2 2 AM e | 4 5 6 
oxil || Subunitatea: | oxil mit—' | Deficiență respira- | oxil— 
II pentru ci- | = *H .torie 
tocromoxi- 
dază , 
i "i | 1 2 
oxi2 Subunitatea . |.oxi2 | mit f Deficientá respira- | oxi2— 
III pentru ci- pi i | torie : 
tocromoxi- - , i 
dazà | i 
t 
oxi3 Subunitatea: J oxis | mit Deficientá respira- | oxi3- 
I péntru.ci- | mim2 mim ' torie supresor min? sau 
tocromoxi- | bor; — mutante MIM2 
daza m |. locus — specifice, 
| -alele nonspecifice : 
cob-box | Citocrom-b box1— mit— | Deficientà respira- | bor- 
.box10. |... torie ei -— 
„diul, diu2 | antR Rezistență la diuron| diuR sau DR 
Tiiucl— Out ;. Rezistență la muci-, | much sau ` 
muc3 v din... MR , 
anal, anti Rezistență Ja, anti- | anaR sau AR 
f ls Meme € micinà ds * 
fut “| ant `| Rezistență la funi- | funR sau FR: 
E “culosin (E SU 
Subunitatea | olil, oli3.. |: Rezistență “la oli- | oliR sau VR. 
9 pentru i , | _gomicină . . 
ATP-azá e . | Rezistență la oli- 
"Į gomiciná ` ` s ; 
omg. ‘Rezistență la .ven-:|. ven? sau VR 
eani: d tuturicidimăle a: d 
;antn Rezistență Ja osa- ossR 
pir micină Ga, 
jmit- oc pene: inc fosfo- pho— 
p srilare - - l 
:Subunitatea lot, oz ;| antR | | Rezistență la 'oli- | oliR sau OR 
6(?) pentru | micină -- dă ie d 
"ATP-ază | OSS]: antR Rezistență la osa- | ors 
ipfi BN | micinài^ z 
phol: mit~ Deficientá:la fosfo-- Do" 
: rilare 


Polipeptidă.. 
` mitoribozo-. 
-mală 
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Tabelul 18 (continuare) 


Rezistență | la . clo- 
ramfenicol ` geg 
„Rezistență; la eri- 
tromicină ^ 
Rezistență; la spi-. 
ramiciná 
Diferiti supresori ai” 
mutantelor mit 
alelá-specificá-lo- ... 

cus nespecific [^ 
Recombinare polaré| 

intre markerii 
; flancanti (rib1, 
rib2 si rib3) ` 


capR sau CR 
cryR sau ER 


spik sau SR 


mim 
, mim,. 


miml 
mimi 


-mimt sau 
MIMI. 


ARNr-s Rezistență la paro-. 
momicină 

Proteine mitocon-.; 
driale, alterări sau, 
deficiență în sin-. 
teză 


antR 7 


SUN 


Origini de 
replicare... 


deit de drojdii este” faptul că sînt separate (in direcţia transcrieri) de 
segmente ADN care reprezintă o treime din întreg genomul mitocondrial 


EI 


(~25 kpb), la nivelul cărora ze găsesc numeroase gene ARNt precum şi 


două gene ale. subunităţilor. citocromoxidazei. Astfel, este improbabil ca 
două molecule ARNr să fie excizate dintr-un precursor comun si pro- 
blema care se pune este-de a înțelege modul in care se pot realiza can- 
tităţi egale pentru cele două tipuri de ARNT.- | 

Gena pentru ARNr 21S a subunității mari, (50S) a mitoribozomilor 
are o poziție pe hartă la 94,2—99,4 u (unităţi) şi a fost iniţial localizată 
în genomul: mitocondrial pe baza capacităţii unora dintre alelele sale mu- 
tante de a conferi rezistență là cloramfenicol și. eritromicină. Secvența 
acestei Geng a fost determinată de Dujon în 1980. Este asociată cu lo- 
cusurile: riit (rezistenţă la.cloramfenico], cap), rib2 (rezistenţă la eritro- 
miciná, ert si spiramiciná, spif) si rib3 (ery? si Spi"); œ (alelele omega 
sint-t7, t" şi «7; un locus care determină recombinare polará inire mar- 
kerii flancanti ribl, 2 si 3), mimi (un supresor- nespecifice pentru diferite 
mutațiimit-). as FEET LAE Ek 

Studiile de recombinare a mutațiilor de rezistență la antibiotice la 
nivelul locusurilor rib: au demonstrat -că în cazul anumitor recombinări 
reciproce apar frecvențe foarte diferite! de recombinare. Este vorba de 
recombinare polară (Bolotin si colab., 1971). Această polaritate este de- 
termitată de, alelele locusului (wtw”) localizat la nivelul genei pentru 
ARNr 21S. [n încrucișările or xo^, locusul ot și alelele rib linkate 
acestuia sînt exprimate la descendenti in.detrimentul locusului. ww Si 
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a alelelor linkate. Dujon (1976) a izolat.si o a treia alelă, on, deficiență 
în recombinarea polară. OE Lrukëi ' | 
Harta moleculară detaliată a genei ARNr. 215 realizată pe baza, unor 
mutante definite, genetic a relevat existența a două forme diferite a acestei 
gene. in tulpini, variate. de drojdii . (fig. 25). În cazul. tulpinilon œ Hagena 
unitati “pe 

hartā 
. kilobaze 


hiran tis atay Leg ag 1000 . 


Heen H 


mit 
i i 5 IA Les 


Fig, 25. Harta fizică” şi: genetică a genei ARNT în tulpini wt şi (7 = drep; 
tunghi negru = exon; — dreptunghi punctat = ORF de la nivelul intronu- 
lui; —: dreptunghi, cu cerculeţe = secvențe blocate din cadrele de citire ale 
intronilor. ` Transcrierea se realizează de la stinga la- dreapta (Dujon, :1980). 
prezintă un intron de 1,1 kb corespunzător insertului VI care nu apare, 
însă, la tulpinile: o: (Bos si colab., 1978; Faye si colab., 1979). Această 
constatare:a condus la ideea cá intronul de 1,1 kb joacă un rol important 


în recombinarea polară (Dujon, 1981); 

S-a. stabilit, însă, că: deși acest intron este necesar recombinării po- 
lare à locusurilor învecinate, printr-un mecanism de : conversie genicá 
(Perlam și Birky, 1974) nu este! suficient. Existenţa mutantelor on a su- 
gerat faptul că în recombinarea- polară prezintă importanţă si secvențele 
externe intronului. Intronul' separă două gene rib1A: şi rib1B, care sint 
linkate în tulpinile: w~. Din interacțiunea genelor riblA si riblB rezultă 
rezistența si respectiv sensibilitatea là'cloramfenicol, iar la nivelul situ-: 


sului'rib1B sînt localizate mutatiile o*.(Dujon, 1981). "T^ 
.,  Experimentele de secventiálizare realizate de Dujon (1980) au con- 
firmat existenţa intronului de 17143 pb la tulpinile. o * si absenţa sa in 
cazul mutantelor on (derivate : din: tulpinile o”) si-o7. Aceste. studii au 
evidenţiat, de. asemenea, existenţa în cazul tulpinilor o* (dar nu si la 
tulpinile: oan şi oc) 'a: unui insert secundar mic, ,mini-insert*, de 66, pb, 
localizat la o distanță de 156 pb înaintea intronului major, fiind astfel 
plasat la nivelul exonului genei ARNr 21S. S-a stabilit că acest mini-in- 
sert esté transcris si nu este ulterior indepártat, persistind in ARNr ma- 
tur fără să-i modifice funcţionalitatea. O parte din secvenţa mini-inser- 
tului (5'-7TCGGGGTTCCGG-3') este identică cu: o parte. din secvența 
bogată în (G+C) identificată la nivelul a două regiuni diferite din geno- 
mul mitocondrial” (Cosson și “Tzagoloff, 1979). Această. trăsătură si exis- 
tenta. a. două „regiuni. redundante Ge flanchează ambii introni confirmă 
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ipoteza lui Dujon cá mini-insertul reprezintă! un element transpozabil 
specific genomului mitocondrial. Este interesant de semnalat faptul că 
mini-insertul prezintă în partea centrală o secvenţă palindromică de 16 pb 
cafe fi permite formarea unei structuri ac de păr, cu un canal de 16 pb 
st o buclă 3T. Mini-insertul'este bogat în (GC) (51%) si conform de- 
finitlei dată de Prunell si Bernardi (1977) „grupărilor (G--C)*, reprezintă 
o regiune ce apare la nivelul une gene fiind un segment dispensabil sau 
opţional, care nu are un rol fundamentat pentru genomul, mitocondrial. 
.. i[ntronul major contine un segment „URF“, care începe cu un codon 
AUG si se termină. cu codonul UAA si specifică un polipeptid de 235 
aminoacizi. Aceastá proteiná ipoteticá contine o cantitate mare de ami- 
noacizi bazici (in special liziriă) şi o tendință in favoarea nucleotidelor A sau 
U in poziţia a treia a codonilor care o specifică (Coruzzi si Tzagolofi, 1979; 
Macino si Tzagoloif, 1979; Hensgens si colab., 1979). Pînă în prezent nu 
a fost idenificatá această proteină, dar s-a presupus că prezintă o funcţie 
dispensabilă, actionind posibil în mecanismul de polaritate o. O altă ex- 
plicatie pentru acest segment URF ar fi cá: reprezintă o genă arhaică 
care nu se mai exprimă în prezent. ` KI Batz: | arm P 
Secventializarea genei ARNr 215 din genomul mitocondrial de droj- 
dii a demonstrat, prin comparátie cu gene ARNr 21S aparţinind altor 
specii, cá existá regiuni inalt conservate evolutiv. şi: regiuni extrem de 
variabile (Dujon, 1980). Aceste cercetări au evidenţiat existenţa unor re- 
giuni esenţiale și a altora mai puțin importante pentru structura si func- 
tionarea moleculelor.de ARNr. Determinarea, secvenței nucleotidice a ge- 
nei ARNr 21S la mai multe tulpini înrudite, construite artificial, a dus 
la identificarea unor monosubstitutii nucleotidice in. regiunea. 3, : cores- 
punzátoare mutaţiilor cap^ (Dujon, 1980). Este interesant de. semnalat 
faptul. că cele două situsuri (ribLA, si-rib1B) relativ apropiate în tulpinile 
o”, dar separate de un intron. în tulpinile, of, contin mutații capR., Cele 
două: situsuri interacționează pentru a determina in final rezistenţă sau 
sensibilitate la. cloramfenicol. Mutatiile într-un situs: (rib1B). pot: supresa 
rezistenţa datorită mutatiilor în alt situs (rib1A). Faptul că: mutatiile.cap" 
sînt. monosubstitufii la nivelul a două segmente (fiecare in lungime de 
10: nucleotide), în întregime. conservate. la organisme extrem. de diferite. 
(mamifere, insecte, bacterii: sau cloroplastele: plantelor). sugerează. con- 
strîngeri funcţionale severe. în aceste- regiuni ale moleculelor ARNT. Pli- 
erea acestei părţi din moleculele ARNr. 21S într-o: structură ' secundară. 
(Michel, 1982) demonstrează. că segmentele riblA şi riblB constituie un 


situs activ unic in^ mitoribozomi (probabil: situsul  peptidiltrasferaza). 
Aceste secvenţa: conservate sînt corespunzătoare regiunilor. din : molecu- 
lele ARNr aflate la 'interfaţa celor două subunități ribozomale. Contin 
un intron în tulpinile war, iar îndepărtarea intronului se realizează “după 
asamblarea subunitátii ribozomale mari. det 
` Situsul ribB, plasat în. apropierea. zonei de insertie a intronului în 
tulpinile o * poate conţine şi mutații o". Această. constatare a. condus la 
ipoteza că secvențele, aflate la locul de joncțiune intro-exon sint impor- 
tante în inițierea recombinárii polare...:. cnr 
Gena pentru. ARNr 15S din subunitatea ribozomală mică. Este loca- 
lizatá pe harta la 36—38, 3.u şi 'i-a fost determinată secvența de.Sor şi 
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Fukuhara (1980). Este. asociată cu locusurile genetice parl (park), care 
conferă rezistența la paromomicină (Schweyen, 1978). | PR A 
“Deoarece gena ARNr 15S nu a fost ca însăşi secventializatà nu se 
pot stabili cu precizie secventele care o delimiteazá. Existenta, insà, a 
unor fragmente omoloage genei ARNr 16S de la E. coli, care are o. sec- 
. ventá cunoscută, a permis stabilirea secventelor initiatoare si de terminare 
a sintezei. S-a estimat, astfel, că gena are o lungime de 1659 pb-şi este 
aparent continuă (Tabak şi colab., 1979). S-a stabilit că prezintă nume- 
roase secvenţe bogate în A--T, precum și numeroase secvenţe scurte 
invers repetate, capabile să genereze structuri secundare prin împerecheri 
de baze intramoleculare, Regiunea centrală a genei ARNr 15S. contine 
secvenţe bogate în G+C de aproximativ 40.pb întilnite in numeroase 
zone din genomul mitocondrial. S-a constatat, de asemenea, că gena nu 
contine secvențe Shine-Dâlgarno (Shine și Dalgarno, 1975), care în cazul 
procariotelor . este implicată , în: recunoașterea situsurilor initiatoare ale 
ARNm. ie | | ub. L 
Experimentele de. -secvenţializare- realizate de Tzagoloff şi “colab. 
(1982) au demonstrat cä rezistența la: paromomicina este determinată. de 
o mică. schimbare la nivelul a 200 nucleotide din capătul 3' (deletia si- 
tusului Tha 1). AHA i; «e Si 
„Gena. ARNr 15S este flancată de secvente bogate în '(G+C). asemă- 
nătoare celor din partea centrală a genei. Secvența bogată în (G+C) de 
la capătul. 5”: este identică (peste 115 pb).cu secvența identificată lîngă 
gena olil pentru subunitatea H ATP-azică: (Nobreya si Tzagoloff, 1980). 
Genele ARNt şi codul genetic. Mitocondria.conţine un set de molecule 
ARNt diferite care hibridează cu ADNmt si se deosebesc de speciile ARNt 
corespunzătoare din citoplasmă printr-o serie de proprietăţi fizico-chimice, 
cum ar fi: mobilitatea cromatografică “și electroforetică, compoziţia în 
baze, gradul de metilare; prezența unor nucleozide rare și a speciilor de 
ARNtMet (Aceoceberry si Stahl, 1971; Schneller- și -colab., 1975; Martin 
şi colab., 1976, 1977). Analizele cromatografice ale moleculelor de amino- 
acil-ARNt au indicat faptul că în mitocondria drojdiilor sint 31—35 spe- 
cii separabile de ARNt,.existind cel putin..o.specie: pentru fiecare dintre 
cei 20 de aminoacizi (Casey şi colab., 1972; Martin şi Rabinowitz, 1978; 
Martin şi 'colab., 1978; Tzagoloff si colab., 1978). Unele molecule ARNt 
(cum ar fi cele 'patru molecule ARNt pentru histidină; Berlani si colab., 
1980) se formează, în urma unor modificări posttranscriptionale, fapt ce 
demonstrează existența unui număr. corespunzător mai mic de gene ADNt. 
Experimentele de hibridare între moleculele ARNt marcate sau Specii de 
aminoacil-ARNt cu ADN mitocondrial au demonstrat existenţa a 22—23 
gene ARNt cu o distribuţie neuniformă in genom (Wesolowski si Fuku- 
hara, 1979); 17—19 gene. ARNt apar in genom. între gena ARNr 21S. şi lo- 
cusul oxiz.. Se consideră in.general cá există 25 gene ARNt, două pentru: 
aminoacizii arginină, serină, treonină si triptofan si una pentru ceilalți ami- 
noacizi (tabelul 19). Dintre aceste gene au fost secventializate 23 (Bonitz 
şi colab., 1980). f^ e aia AMI Și X4 
„Localizarea genelor ARNt pe harta genetică mitocondrială s-a deter- 
minat prin studii de hibridare. S-a stabilit astfel că majoritatea genelor 
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Tabelul 19 


y! 


Molecule DD mitocondriale s genele implicate in sinteza lor (Dujon, 1001) ` 


P Atina- $ 

acid sa 
trans- 
por tat 


nu 


Specii Le 
acceptoare 
(nr D 


Semnificație”. | Localizarea: genelor 


şi. anticodon pe hartă. Observaţii 


AP. i 


Ala, a |. 1(4-2 minore). " ARNtAIS(CGU), Grup principal omnit ul varia- 
E «ir Ae sal cn imo irt a Bene . bil de specii, 
Arg d | d(4-1 minor) ARNE (UCU) ` Gr up principal 
KA Aë M wp ad Alegere: i A 
SARNEY (GCA) Grup. principal CIS 
Idea. de gene d mar: 
1 ARNt^SP(CUG) Grup prineip: al 170 mutante si 
WW | "| ide gene. | M7-37 nu irans- 
poartă aspi 
„Asn ABNtAsn(UUG).| | Grup principal 
i ST de gene: 
Cys 2 sau 1 ARNtCYS(ACG). Grup principal: Mutanta G76-26 
A (l minor) . „de gene i .nu-tránspor tà 
tra ERE j^ x mi cys pe speciile 
an dt tob me R E EIE al denk, Ar "maiore . . 
eig qu i ARNtGh(GUU) | Grup principali H>; 1 AETR “denumit! 
E T F es pe ub degene jel izi Wi oi Il e: | 
Gri! "rr "ARNIGIu(GUU) | oli2:boc | Initial denumit 
EE ) bolo WS. « fx pi ESTA : -otu I , | 
a S HE "et, we oS mu Ab L CE 1 | (TS 
Gly Lt minor) . | ARNIGIY(CCU).;.| Grup-principul L 
d £ ge VA ei a a [Per ge ge Aen 
Tis. "1 sau 324 ARNtHis(GUG) ` Grup principal Nu este "prezentă 
| "yh dé Bene "|. nici o specie 
: NOTE ACTU gn Sai ke? | mitocondrială 
TN "1CETminor) |-ARNENE(UAG)  - | Grup: principal rug 
rri jT: Nu E datos dp degene: j | f 
, A CP ARNELA AU). | Grup principal 
K PEE Ki LS" ` IO défgeneu Bp 4 
As G ig ` ARNILYS(UUU): Grup. peius T | 
a EU N a - T de Enc iid di 
fe b | ARNUMCGQU AC) gra principal. Initial: denumit ; 
"or" » ribns TIM |, de gene met l;^ 
| "ARNI(Me(UAC): oxil-parl M Initial denumit 
ip V mi! 1. rni fri da er, "8 2E mte t BE 5 
Phe ` 1 sau 2 T ARNtPhe(AAG) | Grup principal e 
: À de gen ei 
i i i D jn 3t; nO „i WO: zi 
Pri l ' ARNIPro(GGU), |. op 3-pari.. i à , ; 


d i i i dä Tabelul. 19, (continuare) 
1o?) Inu] 3: | A. | 5 


Ser [1 2%au3 ARNIST(AGU) olil-vari Număr variabil 
-ARNÉ'(UCG) „Grup principal, | de specii 
imde: E (lO CODE 


Thr gi» ARNtThE AN f oxil-ozi2 Citeşte códoni ` 


ARNE" (UGU) Grup principal | | 
UPA di! gene 


tM a o 
hme DEC. L4: 77-0 TF = 
ERT ie Sp Col Nea. re: 4.75 


Trp. lcplsau . | ARNETP(ACU) | Parl-oxD. | je Zo 
2 minore) |. ARNtTrP(?) oxi2-parl Gët e) 

Tur  l(saupiná „ARNLISE(AUG) | Grup principal. ` 
la p d Ide UON 4 


Val: ui „| 261 minor)! | ARNIVaNCAU) :|'ozil-ozi?: : 


ARNt (19). sint. localizate în segmentul genomic rib-oxi2.(—0—20 1); pa- 
tru gene (ARNt"*', ARNI", ARNET? 1,2) .sînt localizate în. sectorul. 
20—50,u, în timp ce genele ARNS" şi ARNISer sînt, plasate în celelalte 
două, sectoare ale genomului. Genele, ARNt. din grupul: major, în special 


ch P 


prezintă secvențele bogate în (A 4- T). Genele. din acest. grup sînt separate 
între, ele de segmente: ADN .cu o lungime. variabilă, cuprinsă intre;3,pb. 
[ARNt?*2. (anticodonul: :3-UCG-5"), şi ARNt4'?2 (GCA), Bonitz.si Tza- 
goloff,.1980] d 98 pb. [ARNEY (ACG). si. ARNC!* (GUG); Bos si colab, 
1979]. Aceste gene au în majoritate ,70—80 pb lungime si nu prezintă 
secvenţe codificatoare pentru capătul 3/-CCA al ARNE, care este probabil 
adăugat posttranscriptional. Spre: deosebire de unele: gene nucleare. ARNt, 
genele mitocondriale: ARNt: nu sînt mozaicate. Genele ARNt mitocondri- 
ale au un conţinut scăzut in (G4-C), dar asemănător celorlalte specii 
ARNt eucariote şi procariote, prezintă baze invariabile Si structuri secun- 
dare. sub formă de, frunză; de trifoi.cu buclele TOC, D si anticodon. Apar 
anomalii în cazul ARNt pentru acid: aspartic, care: prezintă bucle D si TYC 
neobişnuite (Bonitz si Tzagoloff, 1980), observate, însă, şi în, cazul. ARNt 
pentru formilmetioninà. din. mitocondria de la Neurospora erassa (Heck- 
man şi colab.; 1978). i | d , j 
Desi secvenţiulizarea genelor codificatoare: pentru proteine: a demon- 
strat existența unei „tendinţe pentru, A şi U în, poziţia trei a codonilor, 
s-a „observat, totuşi, că sint, utilizaţi majoritatea codonilor (Bonitz si 
colab,, 1980). Această, observaţie, sugerează faptul că pornind de la numai 
24-25 ARNt/anticodoni pot să apară un număr mai mare de excepții. de 
la regulile de împerechere .a bazelor comparativ cu cele presupuse în 
ipoteza „wobble+ (Crick, 1966, care admite existenţa a cel puţin, 32 ARNt/ 
anticodoni). 3 | cpm i i ini FM 
.. Toate speciile ARNt .apartinind familiilor. de. codoni .,,neamestecati* 
UCN, CCN, GCN..etc..prezintà -U. in. poziţia wobble a ,anticodonului..Ca 
o consecinţă, o singură specie. ARNt ;poate citi toti cei patru codoni ai unei 
anumite familii. O excepţie de la regulă este reprezentată de ARNt pentru 
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arginină cu anticodonul 3'-GCA-5'. Deoarece, însă, nici unul dintre co- 
donii arginină 5^-CGN-3' nu intră în- structura genelor: mitocondriale (apar 
rar in intronii secventelor URF) acest ARNt este nefunctional (codonii 
arginină AGA şi AGG fiind recunoscuți de anticodonul 3'-UCU-5' al 
ARNt mitocondrial secundar). E - P. AT! KM ` 
"Majoritatea | familiilor ' de codoni „intermixaţi“ sint citite de două 
specii ARNt, moleculele- ARNt ce recunosc codonii terminati cu U sau C 
şi au în poziţia a treia a anticodonului G.permitind împerecherea G-C 
sau împerecherea „wobble“ G-U, şi moleculele ARNt care prezintă U în 
poziția ,wobble* a anticodonului. şi citesc codonii terminaţi în A sau G. 
Există probabil mecanisme specifice care implică ca aceste moleciile ARNt 
să recunoască toţi codonii unei familii intermixate spre deosebire de spe-- 
ciile ARNt cu U în poziţia „wobble“. ` Ki | 


O familie de codoni care nu se supun modelului codonilor inter- 
mixati este seria AUN pentru izoleuciná si metionină. Poziţia „wobble“ 
a-anticodonului ARNt pentru izoleucină este G (3'-UA-G: 5^) si se modi- 
fică, probabil, în scopul împerecherii cu. toti codonii izoleucină standard, 
AUU, AUC şi AUA..Această situaţie este diferită de cea observată în mi- 
tocondria mamaliană, unde AUA este recunoscut ca metionină (Barrell si 
colab!, 1979). ARNt pentru metionină prezintă C 'în poziția „wobble“ a 
anticodonului și astfel, citeşte numai codonul AUG. 


Studiile realizate în ultimii ani au demonstrat existenţa unor dife- 
rente între” codul genetic mitocondrial si cel universal (nuclear). În 
primul rînd codónul terminator UGA este recunoscut ‘drept. triptofan 
(Martin $i colab., 1980), iar codonul CHA (şi probabil întreaga familie 
CUN) este recunoscut mai curind drept treonină decit: leucină de un 
ARNt cu anticodonul GAU (Li şi Tzagoloff, 1979; 'tabelul 20). Această 


trăsătură nu este specificá si genomului mitocondrial mamalian unde CUN 
codifică 'leucină. Alte diferenţe s-au observat în cazul codonilor AGA. şi 
AGG, cate sînt terminatori în mitocondria mamaliană, dar codifică ar- 
ginina în mitocondria 'drojdiilor (Barell $i colab., 1980; Dujon, 1981; ta- 
belul 17). | | | : | 


O altă trăsătură distinctivă intre genomul mitocondrial de la mami- 


fere si drojdii constă în distribuţia genelor ARNt. La drojdii aceste gene 
sînt grupate, în timp ce: la mamifere sînt plasate între alte tipuri de gene. 
“Toate genele ARNt mitocondriale int transcrise de ‘pe aceeași ca- 
tenă în aceeași direcție (rib—»>par1), cu o:singurá excepţie, gena pentru 
ARNt treonină cu anticodonul (3'-GAU-5'). Aceasta este transcrisă de 
pe cealaltă catenă în direcţie opusă (Li:si Tzagoloff, 1979). 
Genele mitocondriale simple care codifică proteine 


Gena pentru subunitatea 2 a itocromozidazei (CO II) are o. greutate 
moleculară de 28 480 daltoni, este localizată pe harta genetică în regiunea 
14,2—15,8 u si este asociată locusului oxil. Secventa codificatoare.a.ge-. 
nei ozil cuprinde 756 nucleotide (251 codoni) si are drept .codoni iniția- - 
tor si respectiv terminator tripletele AUG si UAA. Conţinutul in (G+C) 
este de 270/, Este precedată de o regiune de 291 nucleotide bogată in 
(AT) (9194) care cuprinde un segment de 59 nucleotide bogat în (G--C)- 
(600%). Secvența terminatoare este urmată de un segment de 100 nucleo- 
tide bogat în (A+T) (97%) (Coruzzi şi Tzagoloff, 1979; Fox, 1979; Coruzzi 
şi colab., 1981). = ^ | 
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Gena pentru-subunitatea 3 à citocromoxidazei (CO III), cu o greutate 
de 30 340 daltoni, este poziționată in regiunea 19,9—21,0 u si este asoci- 
ată locusului oxi2. Secvenţializărea genei a fost realizată de Thalenfeld 
si Tzagoloff in 1980. Gena-cuprinde-un codon: initiator, AUG, ce se con- 
tinuá cu o secvență de 807 nucleotide si se termină cu doi codoni UAA. 
Cadrele deschise citirii cuprind. noi codoni UGA si codifică pentru un 
polipeptid de 269 'aminoacizi hidrofobi. Regiunea ce: precede: gena | este 
bogată în (A-E T) (5% G4-C), iar cea plasată după secvenţa terminatoare 
prezintă un procent de 16% (G+C). Întreaga secvență ADN conţine mai 
multe: segmente scurte bogate în (G+C) (70%). Aceste regiuni cuprind 
grupuri de situsuri active pentru. Hpall și Haelll (Bernardi si colab., 
1976; Tzagoloff si colab., 1980). j së) 


^ -Gena pentru subunitatea-6: a^ ATP-azei-mitocondriale oligomicin, sen- 
sibilă are: o greutate moleculară. de. 28 257. daltoni- si este localizată pe 
hartă în zona 61,5—62,6'2i. Este asociată cu locusurile genetice oli2, oli4 
(0liR — rezistență la olisomicină), ossl (oss? = rezistență la osamicină), 
phol (pho- = deficiență în fostorilare). Secvența i-a fost determinată de 
Macino si Tzagoloff (1980). Secvența codificatoare cuprinde 780 nucleotide, 
un codon inițiator AUG şi unul terminator UAA. “Conţinutul in (G+C) 
este de 220% si lanţul polipeptidic codificat prezintă 259 aminoacizi. Iden- 
titatea acestei proteine este încă neclară, deoarece pînă în prezent a fost 
purificată numai una (subunitatea 9) din cele patru subunități presupuse 
a fi codificate de genomul mitocondrial (subunitățile 3, 6, 8 şi 9).; S-a 
stabilit că gena oli2 codifică o proteină-cu ò compoziţie puternic hidrofobă, 
cu. 30 sau mai multi aminoacizi nepolari. Macino si|Tzagoloff (1980) au 
sugerat că produsul genei of? este- o proteină membranará intrisecă, cu 
trei domenii hidrofobe:pliate în bucle, ráspindite în-bistratul lipidic şi cu 
grupuri de aminoacizi polari proiectate spre suprafața membranei. Secven- 
' țializarea locusului oli2, a permis localizarea mutaţiei de rezistenţă oli2 la 
nivelul nucleotidei --513 si a mutaţiei: oli4 la +696: Ambele mutații pre- 
supun o singură substituire de baze în poziţia a treia a unui codon, în cazul 
mutatiei oli2, fiind înlocuită izoleucina cu metionină $n poziția 171, iar 
în cazul oli4 leucina.cu fenilalanină in poziţia 232. Gena este flancată de 
regiuni bogate în'A+T. În regiunea ce se întinde în continuarea genci de 
la +1128 la +1 152 sînt poziţionate situsuri grupate Holt, Hae III bo- 
gate în (G+C). | E. F-beg 
_ Gena pentru subunitatea: 9 a ATP-azei mitocondriale- (proteolipidul 
A'TP-azei sau proteina de legare a diciclohexilcarboimidei — DCCD) a fost 
plasată pe harta genetică la:{~81 uși este asociată. cu locusurile gene- 
tice olil, oli3, olib (olit=—rezistenţă la oligomicină), veni (ven? —rezis- 
tenţă la venturicidină), 0552 (ossF—rezistentà la ossomicină), phol (pho-— 
=— deficiență în fosforilare). Secvența genei a fost determinată de Hens- ` 
gens si colab. (1979),  Macino (si Tzagoloff (1979) si Tzagoloff si colab. 
(1980) şi are o greutate; moleculară de 7-751. Secventa aminoacizilor: în. 
lanţul polipeptidic -este codificată de 228 nucleotide incepind cu codonul 
iniţiator AUG. si terminind eu codonul stop UAA. Gena este flancatá de 
segmente mai lungi de 100 nucleotide, bogate in (A--T). Secventializarea 
acestor segmente a permis evidentierea regiunilor grupate (G + C), obser- 
vate de altfel in tot genomul mitocondrial (Cosson si Tzagaloff, 1979). 
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Unele grupe- de: nucleotide (G+C) prezintă “secvențele! "invers repetate, 


Tzagoloff şi colab. (1980) avansînd: ipoteza importanţei! lor în. prelucrarea 
ARN. De altfel, majoritatea transcriptelor 'mitocondriale sînt mai lungi 
decit ARNm: final (Borst si Grivel, 1978; Leveris:si colab., 1979) si, deci, 
intervin: procese de prelucrare si maturare: ale acestor transcripte.. S-a 
presupus că secvențele invers repetate plasate în afara:secvenţei codifi- 
catoare permite: formarea : de: bucle și: pliuri, transcriptele: luînd forma 
deac de pär cu regiuni dublu catenare clivate de RN-aze ec pen- 
trù ARN: dublu catenăr;: 


Gene mitocondriale mozaicate 


Genă pentru subunitatea I-a. 'citocromozidazei (CON. are o greutate 
moleculară de 55 933 daltoni,-a fost cartată la aproximativ 41—58 u si 
este asociată locusurilor oxi3 (mutantele oxià- -prezintă deficiență respira- 
orie) şi mim2 (mutantele mim2 sînt supresori ai mutântelor bor7-, care 


apar în gena cob-boz a citocromului b). Gena'a fost secventializatá de Bohitz 


și colab. (1980). S-a constatat'că: secvența codificatoare esta mai lungă 
de 1 100 nucleotide, număr suficient pentru codificarea subunităţii I a 


citocromoxidazei, „cu o greutate moleculară de 40000. Această: constatare, 


susţinută şi de comportarea mutantelor oxi3” în testele. de complemen- 
tatie^a indicat .discontinuitatea locusului-ori3. Secventializarea acestui 
locus (tulpina D273-10B) a permis evidenţierea unei! regiuni de aproxi- 
mativ 10 kb care conţine 6 'cadre deschise citirii. (ORF )'si reprezintă cea 

mai mare. parte a secventei: ;0xi3. Deoarece nu a fost stabilită secvenţa 
jn. aminoacizi ' a. proteinei COÏ la: drojdii, Tzagolofi Si colaboratorii au 
utilizat secvenţa proteinei umane. (Anderson şi colab,, 1981) pentru a lo- 
caliza exonii probábili ài genei OO! de la drojdii la "nivelul 'cadrelor ide 
citire' deschise mult mat: lungi. Prin: omologie eu gena umană, gena de 
“drojdie. cuprinde șapte pînă la opt exoni; separati de sase, șapte introni. 
Tacertitudinea în privinţa intronului -7 provine din: 'omologia scázütá din- 
ire cele două proteine la capătul carboxiterminal. După 'Tzagoloff și co- 
laboratorii (1981). intronul 7: ar: putea. codifica: un mic insert de. amino- 
acizi, care nu prezintă omologie în proteina umană. 


„Secvența codificatoare: începe cu ATG la nucleotidă- +1 și se termină 
cu. TAA la ultima nueleotidă. +2 279. Astfel, se poate constata că locusul 


. Oxi3 (aproximativ: 10 kb) este de nouä ori mai lung decît gena COL. Stu- 


diile de omologie au- demonstrat că gena de ‘drojdie are 1 533 nucleotide 
şi- codifică pentru in lanț polipeptidic de aproximativ ` 510. aminoacizi, 
care prezintă 509/5: omologie: cu proteina umană; 04 
Referitor la structura discontinuă a locusului oi? s-a . stabilit că 
anumiţi exoni fac. parte din cadrele de citire mai lungi care se extind 
și la nivelul intronilor: codificînd proteine de 30—80 kb. O astfel de struc- 
tură o prezintă primii pâtru exoni. Cadrul de citire cel mai lung începe 
cu nucleotida: 4-169, după ultimul codon al primului exon și se 'termină 
la +2 502, fiind urmat. de un codon UAA. În atara exonului COI acest 
cadru codificá și pentru un lant polipeptidic adiţional, de 784 aminoacizi. 
Al “doilea: intron prezintă un alt codon de citire lung și, de asemenea, 
introni aI3s si'al4s prezintă un număr substantial: de secvențe: codifica- 
toare. Cadrele de citire ale intronilor: prezintă un conținut; mai mic de 
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(G4-C) decit; “exonii, fapt ce semnifică sinteza! unor ech proteici ne- 
obişnuit de bogaţi in. liziná, asparagină si tirozină' (de exemplu, amino- 
“acizi citiţi pe triplete cu A şi/sau. U în primele două poziţii ale. codonului). 
Secvenţele initiatoare pot genera. proteine cu o polaritate mai mare decit 
proteina COI. Este interesant de semnalat faptul. că primul și al doilea 
intron (alls et ale prezintă o mare omologie.şi cadrele lor de citire.pot 
"codifica. proteine. ce. prezintă în proporţie de 500/ aceiași aminoacizi. In- 
tronul al5s. este. bogat în. (A4- T) şi. conţine. eodont stop, Intronii dës şi 
alls sînt foarte scurţi si nu au codoni stop. Se presupune că aceşti. introni 
„codifică lanţuri de cîte d și respectiv 15 aminoacizi, 

Organizarea genelor. la nivelul. locusului oxi3 variază în funcţie de 
tulpina de drojdie, prezentind polimorfism in ceea ce. priveste márimea. 
Dimensiunea genei se determină. pe baza numărului de introni Grivell 
şi colab., 1980). In acest context, tulpina D273-10B este.o tulpină „scurtă“, 
„în timp ce: .KL14-4A. (Borst si colab.,. 1977) este: o-tulpină lungă, prezen- . 
tind doi introni lungi suplimentari; . 

S-a semnalat, de asemenea, faptul că: spre deosebire” de genele 
'cob- boz, în. cazul qpeusutui oxi nu. apar mutații. Oxi3- Ja nivelul. in- 
tronilor. 

Oc explicaţie Didi à ar „fi cá precursorul ARN oxi nu Maa 
intervenţia unor. maturaze - -codificate de unul sau mai. multi, introni: spre 
deosebire. de situaţia observată în cazul genelor cob- bož. În; mod normal, 
prelucrarea. moleculelor precursoare ARN ozxi3 este realizată. de maturaze 
codificate. de. intronii genei cob-box: „(bl1s/bl4s), Referitor la. utilizarea 
codonilor in: cazul locusului oxi3 s-a constatat cá sint preferate. tripletele 
care, au A sou U în poziţia a trejd. Cadrele de citire. de Ia nivelul intro- 
nilor utilizează. codoni. rari sau: absenţi In genele: mitocondriale. „Astfel, 
au fost identificate în: primii, trei introni 6 codoni arginină din seria GCN, 
care nu au fost evidentiati in genele mitocondriale. În mod. „similar, ge- 
nele mitocondriale utilizează foarte rar. AUA. pentru izoleucină, în timp 
EE deschise din -introni. utilizează eu aceeaşi - frecvenţă “AUA si 

„ Secvenţele, flancante ale Jocusului oxi3 sint, reprezentate. de secvenţe 
lungi bogate în (A4-T). (Bonitz si colab., 1980). 

Gena; pentru apoproteina citocromului-b; este plasată pe hartă. între 
aproximativ .71-w,gi.76—91 u si are:o greutate moleculară de 44 000 dal- 
toni. Gena este asociată locusului. cob- box. Astfel, în cazul tulpinii „scurte“ 
D213-10B au fost, izolate o serie de :mutante cu deficiență „respiratorie 
care .carteazá: la acest nivel, denumite .cob- (deficiente în citocromul-b; 
| "Tzagoloff Si colab., 1975). Ulterior au fost izolate. si alte: mutante asociate 

:acestui locus, denumite. mit”, identificate la tulpinile „lungit. Aceste mu- 
tante prezintă fenotipuri mai complexe $i au, fost denumite bag”, de- 
„oarece unele dintre ele. sînt pleiotrope, afectind. atit „citocromoxidăza, cit 
şi citocromul-b (Kotylak şi Slonimski, 1977; .Pajot şi, colab., M ira ma 


In: cazul. genelor, „lungi. au. fost identificate 10 locusuri box; (boxl- 10). 
Gena este denumită in prezent cob-box. Au. fost izolate si mutatii de re- 
RN. la antibiotice Ale acestei gene ce carteazá in locusuri. diverse: 
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' Secvența: completă a genei „scurte“ cob-boz, de la tulpina D273-10B 
a fost. determinată de Nobrega şi Tzagoloff (1980). Intronul.cob-box: bI2e 
(corespunzând: locusului box3). care flanchează regiunile exonice de la o 
“tulpină lungă (777-34).a fost secventializatá:de Lazowska. si colaboratorii 
(1980); Au; fost, de asemenea, stabilite secvențele intronului bl4e (echi- 
„valent primului intron bI. din gena „scurtă“) si ale 'regiunilor adiacente 

E III cală BU AE. AE 

wer Kloboze eg e. who 2 


KEN A 
SE) VE D 
D Lë P NC BEE GU Hncil Ball 
dos WEN, N 
S si El m mm hei Pl | 
2 i diu " dit 8 muc3 muc2 
avs ana ana? | 
Tel „muci funi 
nba e 
tronscripte Ja. 6.6 ES 53 fa 36 22 22 
13 | LG 39 | 
polipegide .9 1319 ms S NET |oWn / 23:5 23,35 h^ 21026 
me. Wm „ultele *olteie *Qifele “altele “altele 


Fig“ 26. Harta fizică şi genetică a genei pentru citocromul b de la tulpini cu^ 
v — „gene lungi“ si „scurte“: ET 

— dreptunghi negru = exon; — dreptunghi punctat = ORF la nivelul in- 

tronului;:— dreptunghi; cu cerculete. =: secvenţe ORF. intronice blocate (Du- 
i d i . jon, 1981). . dis 


Ja tulpinile de tip sălbatic (777-3A) si mutante (boz1, 9,7: şi 2, de la Salle 
si colab., 10821... hy BI as K WW 

....Ca,si locusul oxi3, gena cob-box are.o,structurá mozaicată, Compo- 
zitia in introni și exoni a fost:determinatá prin analogie cu datele obtinute 
Ja-bovine si om, deoarece, piná-in, prezent, deși. citocromul-b a fost puri- 
ficat (Lin si colab., 1978), secvenţa. proteică nu a fost determinată.: Pe 
această: bază s-a stabilit că gena cob-boz de la- tulpina. D273-10B este 
formată din. trei exoni. Primul exon (bEls) începe cu AUG in. poziția 
+1. si se întinde pînă. la. nueleotida, + 759; codificind 252/253, aminoacizi. 
Al doilea exon începe cu nucleotida --2174 si se. termină „în „poziţia. 
+2 928. şi, specifică o „secvenţă de 18. aminoacizi.. AL treilea exon, .bE3s, 
specificind portiunea C terminalá a proteinei, incepe cu nucleotida 4-2 958, 


se termină eu codonul.stop UAA. în poziţia 4-3 308 si codifică 115-116 
aminoacizi. Intreaga proteină, are, o lungime d 385 aminoacizi si prezintă 
50% omologie. cu citocromul-b. bovin.. . besi da. wiividio r^ 

Structura, mozaicată a locusului cob-box este deosebit de complexá, 


KI . 


deoarece „numărul intronilor. variază. în funcție de tulpină. Secvenţiali- 
zarea genei: cob-box, realizată de Nobrega si Tzagoloff (1980) a demon- 


strat existenţa unei organizări mai simple în cazul genelor „Scurte“ .com- 
parativ eu. cele lungi... |. Ea A (rer itd red "Re tor targul A 

. . Gena „scurtă“ constă din trei exoni, bE1s, bE2s si bE3s separati de 
doi introni blls si bI2s. În genele lungi bEls este fragmentat de doi 
introni majori de 2,0 şi 1,4 kpb, „iar intronul lung (20. kb) conţine un 
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,mini-exon* de 14 pb (Lazowska şi colab., 1980). Astfel, segmentul. VEIS 
corespunde :secventelor: DELe+-bE2e' (miniexoni) FVE3e 4- bE4e! Aceşti 
patru- exoni: sînt separati de tret. introni optionali, bile, bI2e si bI3e; care 
nu-au'corespondente:ín gena scurtă (fig. 27). Doi dintre introni- contin 
cadre deschise citirii . (URF). Este vorba: de.intronul opțional“ bI2e+(La- 
zowska. $i Sé? SIS, si Pioa, intron al genei’ scurte! bI1s- “(Nobrega 
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si Tzagoloff, 1980), care va MUI PE intronului patern Hie al genelor 
lungi (de la Salle și colab.; 1982). 

: Secventa URF a intronului optional a fost. secventializatà de La- 
Zowska si colab. (1980) și cuprinde: mini-exoni prezenţi in genele: lungi. 
Acest segment. URF începe cu codonul AUG, cuprinde: 954 nucleotide, 
terminindu-se cu doi codoni UAA. Specifică un lant polipeptidic de 318 
aminoacizi. Celelalte cinci cadre deschise citirii ale acestui segment com. ` 
tin codonii UAG și UAA şi au o compoziţie in: baze apropiată” [18% 
(G4-C)]. 'Mutaţiile box3 care afectează „Splicing&-ul' transcriptului cob-box 
si sint toate complementabile in trans sînt: aparent ` -localizăte în acest 
URF, 'care pare astfel sá codifice un produs “sau factor difuzibil, activ 
(am trans (AN) implicat în „splicing“-ul ARNm cob-box- precursor. S-a 
sugerat că acest produs, este un factor proteic. “Această ipoteză este -sus- 
ținută de faptul că cel puţin unele mutante bor? sînt nonsense sau-mis= 
sense (Lazowska si colàb., 1980) și deficienta lor poate fi atenuată de 
supresori (Dujardin si colab., 1980), balele - specific gene nonspecific. 
informational suppresors), care acţionează prin schimbarea citirii la ni- 
velul ^mitoribozomilor (through mitoribosomal misreading). Observatia cá 
mutantele bor3 pot fi supresate de paromomiciná (inductor al citirii gre- 
Site in mitoribozomi) a sugerat de asemenea'cá' TAF este un produs 
transcriptional si mai mult faptul că această proteină este eficientă la 
concentraţii foarte' mici, deoarece: mutatiile exonilor nu sint: supresibile: 
cu paromomicinàá (Dujardin şi colab., 1980), Așa se explică de ce'nu.s-a 
identificat o proteină corespunzătoare profitat TAF în celulele 'de xa 
146 


£C 


sălbatic: Se pare.că îndepărtarea primului întron (bI le) al genelor lungi: 
nu este! dependentă :de: produsul -TAF... Primul eveniment splice“ duce: 
la unirea primului și celui de al“ doilea :exon (bELe și bE2e). şi creează” 
cadre deschise':citirii. pornind de la bEle spre segmentul URF al celui de 
al doilea-intron (bI2e). AE py i Hog E 
S-a avansat ideea că acest precursor. este un ARNm 'pentru matu- 
raza (box3) sau TAF, care ulterior va to proteină fuzionată compusă 
dintr-un segment al citocromului-b codificat de exonii bEle+bE2e, plus 
proteina :codificată de segmentul URF-al intronului” bl2e. Segmentul co- 
dificat. de. porţiunea. citocrom-b .este.. partea . N-termirialà a apoproteinei 
si este hidrofobă si nepolară. Din contra, segmentul codificat de segmentul 
URF al intronului este puternic:bazic, bogat in liziná, tirozină si aspara- 
gină, deşi este mai sărac in arginină. Această proteină fuzionatá inter- 
vine în al doilea-eveniment „splice“; cînd este excitat intronul bI2 si se 
unesc bEle+bE2e la bE3e. Această maturază prezintă o proprietate cu- 
rioasă de a inhiba propriul ARNm: pentru a permite formarea ARNm 
matur al apocitocromului-b (Lazowska și 'colab., 1980). 
— "Referitor la evenimentcle-;,splice* timpurii s-a-avansat un model 
ipotetic redat în fig. 28. d dif " we dq. 


Intronul optional mare bI3e (1700 pb) contine grupul de mutații 


recesive borl10, defective in „splicing“ si astfel s-a presupus că este 


omolog genetic cu intronii box3 (bI2e) si box? (bl4e). .Secventializarea 
parţială realizată de Lazowska si colaboratorii a relevat faptul că acest 
intron are un cadru deschis citirii în segmentul 5 care este nce- 
întrerupt pentru cel .puţin 200 pb in timp ce capătul 3' este blocat 
(pe catena codificatoare) “pentru cel putin 200 pb (Lazowska si: colab., 
1981). Tinind cont de această organizare! generală, cu prezența segmen- 
tului URF la un capăt'şi un cadru de citire blocat la celălalt s-a presupus 
că acest intron este similar cu bl2e (Lazowska si,colab., 1980) si bI1s/bl4e 
(de là Sallea si colab., 1982). S-a, presupus că bI3e codifică probabil tot 
o proteină de tip factor „splicing“, care ar putea fi denumită maturaza 
box10. Acest intron‘ de drojdie prezintă o oarecare omologie la capetele 
5' si 3 cu intronul de —1100 pb de gene codificatoare pentru. apocito- 
cromul-b. (cobA) de la Aspergillus: nidulans (Waring si colab., 1981). 

În cazul intronului bl5s al genei „scurte“ și al omologului său bl4e 
al genei lungi a fost determinată secvenţa completă (Nobrega si Tzago- 
loff,.1980; de la Salle şi colab., 1982). Ambii.introni contin un; cadru de. 
citire lung (^1150. pb). Cele, două segmente 'URF diferă numai prin 
cinci. substituţii de baze care nu au însă un efect semnificativ asupra 
secventei de aminoacizi din produsul lor proteic, presupus. Intronul blls 
prezintă un codon inițiator AUG, unul sau doi codoni pentru aminoacizii 
de 'la primul exon, bETS şi cadrul de citire care, poate determina sinteza 
une) proteine de 384 aminoacizi. Această proteină ipotetică ar avea o 
compoziţie neobişnuită, cu o concentraţie mare de lizină, tirozină și as- 
paragină. Intronul bI4e, asemănător iintronului bI2e, contine un grup de 
nucleotide "defective ih „splicing“, borT. Ca şi mutantele box3 si borio 
aceste mutante. Got complementa in trans, implicihd din nou existenţa: 
unui produs difuzibil, codificat de intron, probabil un polipeptid 'URF 
necesar pentru ,splicing*. Spre deosebire de produsul box3, factorul TAF 

box? (sau „spligază“ sau ,maturazá*) are un rol mai variat deoarece 
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intervine şi în prelucrarea transcriptelor oxi3 si in cele ale propriei: gene 

cob-box (Dhawale ai colab., 1981). Această: interacţie nereciprocă dintre 

două gene poartă numele de efectul „box“, în care anumite. mutații mit”! 

care :carteazá în locusul:cob-boz supresează ' expresia genei. COL :ca și a 

genei pentru. apocitocromul-b (Dujon, 1981). În acest context este; sem-. 

nificativ faptul că secvența proteinelor codificate: de. URF-urile. intronilor 
` Q Nitianskri pru: cob-box complet, | 
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Fig. 28. Model „ce explică stadiile iniţiale, ale prelucrării 
informaţiei „cob-boxr“ (Lazowska si. colab., :1980). 


b110/bI4e . cob-box si ale intronului al4.oxi3 prezintă o omologie, mai mare. 
de. 50% (Bonitz Şi colab.,. 1980). Maturaza ipotetică boz7, care a fost 
considerată analogul maturazei, box3,. peste, Do proteină fuzionatà care, 
box3. acumulează. noile. polipeptide, care în Pret d box includ şi- o poli- 
peptidă de -56 kd înrudită structural. cu subunitatea: Ia citocromoxidazei 
(COI) Claisse..si.colab., 1980). O excepţie de la. efectul „box“, a fost: de- 
scrisă de. Dujardin: si: colab. (1982) la mutanta; MIM2 (mutaţia este loca- 
` lizatà în locusul oria) care elimină toate: mutatiile box7, dar. nu $i. alte 
mutații. i P 
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“Interpretarea! dată. de-Lazowska şi colab. (1980). este aceea că gena 
oxi3 de tip' sălbatic necesită o maturazá.boxT7:activá în prelucrarea tran- 
scriptului, in timp'ce în cazul mutantei MIM2 intervine o.maturază oxi3 
(codificată: probabil: de un intron Oxi3 si inactivă la tipul sălbatic). ` 

* Progrese: importante în înţelegerea mecanismelor: de. îndepărtare. a 
intronilor mitocondriali' s-au înregistrat în urina analizei detaliate: a mu- 
tantelor care nu realizează acest proces. Salle și colab. (1982) au secven- 
ţializat nouă segmente intronice :bl4e de la patru locusuri box (box 15 9, 7 
si. 2). apartinind.unor mutante Ce prezintă blocate. procesele de maturare 
a. transcriptelor. : Una dintre, mutații, box1 cis-dominantá a fost localizată 
foarte: aproape de punctul de joncțiune: exon-intron (chiar in exonul b4e). 
Alte mutante. cis-dominante 'apartinind : clasei box9 au fost localizate în 
secvenţe intronice si pu în:exoni sau în apropierea, lor. S-a stabilit că 
secvența ARN bo de tip sălbatic este complementară unei .secvente 
dodecanucleotidice apartinind ARN . ribozomal mic, sugerind un. posibil 


rol al ribozomilor în îndepărtarea intronilor; ` eNeribiesihhostor: 
Importanţa, locusului. box9 in „splicing“ este argumentată de obser- 
vatia cá prezintá omologie de secventá cu. regiunea HOMII,. a intronului 
al4s al locusului oxi3, un intron în care apar mutatii cis-dominante. care 
blocheazá prelucrarea transcriptelor, proces dependent de maturaza bozrT. 
(Netter si colab., 1982). i mut. ab RE "-— ' 
Studii realizate asupra mutatiei box? (£rans-recesive), . toate plasate 
în jumătatea trei a intronului segmentului URF şi, trei. mutații nonsense 
de la. acelaşi nivel au demonstrat rolul segmentului .URF în specificarea 
unei proteine care intervine în „splicing“. A fost evidenţiat, de asemenea, 


` GA: FE e 1 D 


faptul că secvențele importante în. „splicing“ pot fi situate la o oarecare 
distanță de jonctiunile intron-exon. E gek, Reg — e" 4 
Intronul terminal cob-box (GlZeibläei are 733 nucleotide, este, bogat 
în perechi de baze (A+T) şi nu prezintă cadre “deschise citirii. Conţine, 
de asemenea, grupări de secvenţe bogate 'în (G+C) cu regiuni invers 


'repetaté (regiunea 3'-GAGGAAAGCCCCAA-5' invers repetată cu regiu- 


nea 5'-CTCCTTTCGGGGTT-3', plasată la o distanţă de 500 nucleotide; 
Nobrega si 'Tzagoloff, 1980), reprezentind situsuri active pentru' Holt 
HaellI.:Aceste regiuni, ráspindite, de altfel, in tot genomul mitocondrial 
al drojdiilor: pot genera structuri secundare, importante. situsuri de re: 
cunoaștere pentru; prelucrarea transcriptelor (Tzagoloff: și colab., 1980). 

. Jonctiunea intron-exon prezintă în majoritatea , cazurilor următoarea 
structură: capătul 3 al intronului se. termină. cu dinucleotida /AG, iar 
capătul D începe cu secvența. ATT; secvența exonică se termină Ja ni- 


d 4 


velul jonciiunii cu CAA. Nobrega si Tzagoloff (1980) au evidentiat fap- 


tul că exonii DE2s si bE3s au in comun o secvenţă pentanucleotidicá, 


CCTGA, in apropierea capetelor 5^. Intronul 13e, asemănător intronilor 

blis/bl4e se termină la capătul 2 cu o secvență hexanucleotidică, care 

ar putea să' reprezinte o secvenţă semnal pentru „splicing“: Pa | 

ei di splice PS 

Intro. ^; Sos d TAAAAG C^. 7 . Exon (Lazowska şi 

| Dr “colab. 1981) 

Locusul varl este plasat pe hartă la “aproximativ 86 u si specifică o 

proteiná' asociată subunitátii ribozomale mici (375) (Douglas si Butow, 
1976; Butow si colab., 1980, 1982; Groot si colab., 1979). 
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Proteina.varl aré o> mărime variabilă (40—44 KD); în funcţie de pre- 
zenta. sau: absenţa ` unor mici. insertiuni în gena vart- (Stransberg şi 
colab., 1978). Împerecherile reâlizate între tulpini cu polipeptide: vart di- 
. fer ite. au: generat. la descendeţi polipeptide. varl diferite de cele paren- 
tale. S-a presupus că 'sei:realizează: o conversie. genicá asimetrică, prin 
transferul unor: segmente ADN în" locusul:varl, între genomurilă mito= 
condriale diferite. Acest fenomen afost asemănat cu recombinarea po- 
lară din locusul o, gena ARNr 21S (Stransberg ai Butow, 1981). 

Cercetările de-secvenţializare a locusului barl au stabilit un conţinut 
mic în (GC) (7769/5) și "prezenţa mai multor codoni AUG, care gene- 
rează proteine! numai mari de 37 aminoacizi — considerabil mai mici 
decit 'polipeptidul orl de aproximativ 40 KD. Studiile “realizate asupra 
transeriptelor vart au generat o serie de probleme. “Astfel, s-a - eviden- 
Hat faptul cá ARN 16S (—1 700' nucleotide) este un ARN. varl ec . 
prezintă dimensiuni variabile în funcție de tulpină. Totuși, numai 250 
nucleotide din locusul varl hibrideăză o acest ARN care, de altfel, nu 
hibridează nici cu. 'regiunile flancante, nici^cu alte regiuni din ADNmt, 
nicimácár cu ADN nuclear (Grivell, 1981). 

Spre deosebire de alte polipeptide sintetizate de mitocondrie, care 
sint puternic hidrofobe, polipeptidul: vari” este o proteină bazică, solu- 
bilă in apă. S-a presupus că această proteină, asociată cu subunitatea 
mică ribozomală, áre un rol important în asamblarea subunitütilor tibo- 
zomale (Terpstra si "Butow, 1979). 

Secvenţele, URF (unassigned reading frames). Studiile de secventi- 
álizare, a ADNmt de la nivelul genelor, 'codificatoare cunoscute au, dus 
la evidenţierea a 10 cadre deschise citirii, ai căr Or produsi polipeptidici nu 
au fost identificati. Dintre aceste secvente URF, 8 au fost deja. descrise si 
reprezintà cadre deschise citirii, localizate, în, intronii genelor mozaicate. 
Este vorba de o “secvenţă URF. "localizată în intronul optional ARNr 21$ 
(Dujon, 1980), trei secvențe. URF. plasate în intronii cob-boz,, (Lazowska. 
si. colab.,. 1981). și. patru localizate, în intronii „genei oxi3- (Bonitz 
si colab., 1980). 

Au fost identificate, de aserhenea, două secvenţe URE infergibica: 
Una “este situată lingă gena. otil, în segmentul ADN, secventializat. de. 
Coruzzi si colab. (1981), plasat pe hartă. între 10,7 și 17,9 unități. Acest 
segment URF prezintă un cadru inițiator ATG la 15,5: u, este-aparent 
continuu pentru cel puțin 878 “nucleotide (probabil citit pentru. 1 161 
nucleotide) şi codifică o pr oteină de 386 aminoacizi cu o greutate molecu- 
lară de 48 000, daltoni. Ca şi secvențele URT intronice acest segment., inter- 
genic are un conţinut scăzut î în (CO (1995) şi este bogati în codoni pentru 
asparagină, lizină si tirozină,. Acest, segment URF utilizează codonul CGU 
pentru arginină st codonul, UGG pentru . triptofan. Un alt segment. URF 
intergenic identificat in urma secventializárii locusului oli2 este cel din- 
tre genele . cob-box si oli2, avînd o lungime de aproximativ 900, pb em 
cino si. Tzagoloff, 1980). 

S-a presupus; că aceste. secvențe URE ar avea un posibil. rol în ma- 
turarea ARN sau în recombinarea, ADNmt prin conversie genică (Evans, 
1983). 
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"9.9.3; REPLICAREA ADN. MITOCONDRIAL 


La 'drojdii, ADN mitocondrial reprezintă 10—150% din ADN celular 
total (Hall si^cólab., 1976), nivel echivalent pentru''50 molecule ADNmt 
per celulă haploidă (Williamson isi colab; 1977). Cantitatea de ADNmt 
variază în funcţie de condiţiile de creștere şi de starea fiziologică a ce- 
lulei; Astfel, în condiţii de represie' prin glucoză cantitatea de: ADNmt 
este mult! mai scăzută comparativ OU nivelul : ADNmt din celulele: dere- 
presate (Goldthwaite si 'colab., 1974). În. condiţii de anaerobioză;: în pre- 
zenta ergosterolului! și-a acizilor graşi nesaturati, procentul de ADNm£ 
este crescut, în absenţa acestor compuși se. semnalizează, însă, nivele 
mult diminuate (Nagley şi Linnane, 1972). Lee şi Johnson (1977) au ară- 
tat :că .procentul de ADNmt: poate reste semnificativ -(peste:4 ori) in 
timpul” conjugării, proporțional eu volumul 'celulei. In; vivo moleculele 
ADNmt se pot asocia în agregate: sau .„condriolite“ (Williamson;:şi colab., 
1977; Stevens, 1981). Deşi ADNmt nu prezintă o structură 'cromatinică, 
este asociat cu o. proteină, HM, de 20 kD, bogată în lizină si arginină 
(Caron si colab., 1979). Proteina HM. este repartizată procentual,.o:mo- 
leculà. HM per 30 pb ADNmt. | : 

 Replicarea' ADNmt prezintă: un Grad “mare de autonomie comparativ 
cu ADN nuclear. Sinteza  ADNmt se realizează 'continuu, pe tot parcursul 
ciclului celular: (Sena şi. colab., 1975). Astfel, s-a- observat că replicarea 
ADNmt se. desfăşoară şi' la mutantele ce prezintă deficiență ín iniţierea 
sintezei ADN nuclear (cdc4, ede7 şi cdc28), dar nu şi la mutantele eu blo: 
caja în etapele următoare ale replicárii; desfășurate în timpul fazei S 
(cdc8, cdc21): (Newlon si Fangman, 1975). - 

ADNmt-polimeraza, purificată de Wintersberg si Blutsch (1976), nu 
are activitate exonucleazică, şi. „prezintă, specificitate, pentru reacțiile de 
polimerizare la nivelul breselor (gap-filling). Enzima constá dintr-o mole- 
culá monomericá cu o greutate moleculară de 60 000, care la concentraţii 
saline ‘crescute, formează un dimer de 120 000, iar la concentratii saline 
mici formează agregate şi mai mari. Este interesant de semnâlat faptul cá 
eficienţa ionilor de mângan în inducerea mutantelor mitocondriale (Putra- 
ment si colab., 1973, 1977) este atribuită inhibárii activităţii ANDmt-poli- 
merazei, de Mn?*. Activitatea polimerazică este dependentă de gradul de 


aerare à celulelor şi de sursa de carbon. Astfel, se constată o reducere a 
acestei activităţi. de cîteva ori in cazul represiei glucozei si o dublare în 
“prezenţa bromurii de etidiu. M tm | ced 
` Date. importante xreferitoare la mecanismele. replicárii ADN au fost 
obţinute. in urma studiilor realizate asupra, mutantelor petite supresive 
(97). Astfel,.s-a observat că orice mutantă e" stabilă isi replică cu înaltă 
fidelitate, ADNmt, fapt ce demonstrează că principalele componente. ale 
aparatului de replicare sint. codificate. de nucleu si sintetizate la: nivelul 
ribozomilor” citoplasmatici. Deci, replicarea. ADNmt poate să apară chiar 
dacă este blocată“ sinteza proteinelor mitocondriale. Un progres. semnifi- 
cativ în explicarea evenimentelor. primare, de iniţiere a replicării s-a în- 
registrat pe baza rezultatelor obţinute din studiul genetic si biochimic. al 
mutantelor supersupresive (Dujon și Blanc, 1980). Compararea ADNmt-a) ` 
'acestor mutante cu cel de la genitori (încrucișări e" şi ip”, miutantele non- 
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supersupresive) a demonstrat că mutantele . supersupresive . îşi... replică 
ADNmt în timpul fazei tranzitorii heteroplasmice după formarea zigotu- 
lui (Blanc si Dujon, 1980). Faptul că toate mutantele: p^ supersupresive 
prezintă o secvenţă comună de.300 pb a. sugerat. că această secvență 
(ori/rep) reprezintă originea replicárii ADNmt (Dujon si Blanc, 1980). Ana- 
lizele biochimice ale unor mutante p^. supersupresive. dintr-o colecție com- 
pletă au relevat existenta:a trei secvenţe rep diferite care prezintă însă 
omologie pe. o porţiune extinsă Au provenit:se. pare din: duplicarea unei 
secvenţe unice: ancestrale, urmată! de apariţia unor mutații independente 
in zone neesentiale. Cele trei secvenţe rep; sînt localizate. în trei regiuni 
„diferite ale genomului de tip sălbatic Gent este localizat între determinan- 
tul varl şi gena ARNr lungă, rep2 între: locusul oi el locusul parl, iar 
rep3 între genele ol și cob-b0oz).. Toate: 'secventele ori au in: comun un 
segment de 265 pb, cu două grupe scurte MN în (G+C), A gi B, flan- 
cînd un polindrom. de 23 pb bogat în (A4-T), la un capăt iar la celălalt 
capăt fiind separate de un al treilea igrup Jung (C). de" perechi de ! baze 
(G+C) printr-o. secvenţă mare' bogată în (A A T). Secventele or? de la. droj- 
dii prezintă. omologie în structura primară și secundară, cu secvențele ort 
de la ADNmt din celulele HeLa (de Zamaroczy. Şi colab., 1981), desi droj- 
diile prezintă: -caracteristica „neobişnuită, de a-şi replica ADNmt şi în ab- 
senta. unor origini de replicare.specifice.. Atît: Bernardi si colab. (1979). cit 
si Blanc. şi Dujon (1980).au identificat mutante. p7 fără secvenţe ori (ori? 
sau rep”). S-a, presupus, însă, că si în, aceste tulpini apar; secvenţe ori, dar 
într-un număr mic de copii sau cá. (mai probabil) ADN mt-polimeraza 
poate recunoaşte şi replica orice secvenţă ADNmt, dar. prezintă. o eficienţă 
mult mai mare dacă există si regiuni ori/rep.. E 


2.24. TRANSCRIEREA ADN MITOCONDRIAL 


"Transcrierea ADNmt la drojdii prezintà o serie de caracteristici dco- 
sebite. comparátiv cu acelasi, proces desfásurat in mitocondria mamaliană. 
La mamifere genomul mitocondrial din celulele” HeLa este transcris com- 
plet simetric (Murphy. Și, colab., 1975), chiar dacă majoritatea genelor sînt 
localizate pe catena H şi numai cîteva pe catena L. S-a evidenţiat că tran- 
scrierea este. iniţiată din promotorii unici pentru catenele. H şi L, 'ambii 
localizati in regiunea originii replicării de pe catena H (Cantatoare si At- 
tardi, 1980). "Transcriptele. sint ulterior prelucrate, pentru formarea mo- 
leculelor ARNT, ARNt și ARNm (Amarlic si. colab., 1978). Deoarece. sec- 
ventele ARNm codificatoare sint flancate la capetele 5' de: gene ARNt 
(Montoya si colab., 1981), s-a propus un model de ,punctuatiuné ARNt“ 
in prelucrarea ARN care postulează următoarele: catena H este transcrisá 
într-o ` singură moleculă ARN: policistronică care este prelucrată ulterior 
în specii moleculare mature prin clivaj. endonucleotidic la joncţiunile' cu 
molecule: ARNt (Ojala si colab., 1981). Probabil, se poate aplica un meca- 
nism similar și pentru catena L, deși informaţia totală conținută de această 
catenă, opt gene ARNt şi posibil un cadru deschis, citirii, este scăzută. Ast- 
fel, controlul expresiei genice la mamifere la nivel de transcriere este nu- 
mai o: “problemă, de atenuare; a transcrierii, de reglare a evenimentelor de 
clivare- ARN şi de menţinere a stabilităţii diferitelor transcripte. La. drojdii 
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apar o 'serie de diferenţe incluzind lipsa de simetrie, utilizarea unor pro- 
motori multiplii şi existenţa unui aparat „splice“ de "prelucrare a trans- 
criptelor în mesăgerii funcționali. `- : 2 

` ARNmt la drojdii este transcris de pe aceeaşi catenă, fiind funcţio= 
nală o singură genă, gena pentru ARNt de pe catena 'necodificatoare (Li 
si Tzagoloff, 1979). De asemenea, s-a stabilit că sînt utilizaţi cel puţin cinci 
promotori diferiţi în transcrierea: ADNm£, deoarece au fost identificate cinci 
specii: ARNmt care prezentau di- sau. trifosfati la capetele 5' (Levens si 
colab., 1981). Cele trei gene mozaicate ale genomului mitocondrial de Ta 
drojdii (genele ARN 21S de là tulpinile e, oxi3 şi cob-box) generează 
transcripte primare mai lungi, care sînt ulterior prelucrate. Desi se consi- 
deră cá numai genele „split“ codifică transcripte primare mai lungi s-au 
identificat precursori mai lungi si în cazul genelor nemozaicate; Astfel, 
analizele Nosthern au stabilit că transcriptul genei oxil eodificatoare pen- 
tru subunitatea II a citocromoxidazei este transcris într-un precursor mai 
lung de 8 kb care. este ulterior prelucrat :pînă la un mesager matur de 
250 b (Coruzzi şi colab., 1981). Si gena pentru ARNT mic generează, de 
asemenea, un "precursor ARNr: 15S, mai:mare decît produsul final. Osinga 
și colab. (1981) au identificat un ARN precursor ce conţinea 80 nucleotide 
suplimentare la capătul: 5'. În cursul prelucrării transeriptelor lungi ale 
genei cob-bóx (tulpina KL14-4A) pentru a produce ARNm 185 (2,2 kb) al 
apocitocromului-b': sînt generate 6—7 transcripte distincte: (van Ommen 
si colab., 1980). S-a postulat că nu intervine o ordine absolută în „splicing“, 
diferitele transcripte fiind produse: prin îndepărtarea variatelor combina- 
tii intronice: Prima incizie si îndepărtare a intronului bile generează 
. ARNm pentru maturăza bor? (Lazowska'şi colab., 1980). În mod:surprin- 
zütor, secventa intronicá bile 'este eliberată sub forma unor specii ARN 
10S monocatenare (765 nucleotide) circulare, covalent, închise (Halbreich 
si colab: 1980). Aceste specii ARN 10S sînt produși -abundenţi, stabili, ce 
prezintă, datorită forniei circulare, rezistență la acţiunea: RN-azelor şi sint 
generate sub acțiunea unor enzińme codificate de nucleu. Funcţiile acestor 
molecule ARN circulare nu au fost identificate pînă în' prezent (van 
Ommen şi colab. 1980). Sint generate molecule circulare şi! în timpul pre- 
lucrării transeriptelor -ozi3, fiind vorba de speciile 11, 19 si 19, 2S ARN 
(Grivell şi colab., 1980). Modul de apariție-al acestor molecule circulare a 
fost demonstrat prin Observarea unor structuri: circulare cu „cozi Leck: 
ties“=— cravate) care apar în urma fractionárii ARNmt 25-285 (Arnberg 
şi colab., 1980). Aceste specii moleculare își pierd forma circulară covalent 
închisă în urma tratamentului cu glioxal, dar sînt rezistenţe la acţiunea 
formamidă /uree 2, 8M Bit, fapt ce sugerează prezenţa unor, secvenţe bo- 
gate in (G-EC). De altfel, mici secvenţe de 30—70 pb, bogate in (G+C) 
sînt răspîndite în tot genomul mitocondrial la drojdii, multe fiind omoloage 
între ele (Cosson şi 'Tzagoloff, 1979). Această observaţie stă la baza mode- 
lului de prelucrare a transcriptelor, elaborat de Tzagoloff si colab. (1980). 
Acest model presupune formarea într-o primă etapă a unor structuri în 
„ac de păr“ (hairpins). datorită împerecherilor grupelor bogate în (G+C) 
omoloage. Ulterior. regiunea trunchiului (stem) este recunoscută și clivată 
de o RN-ază specifică pentru. ARN dublu catenar. În urma clivajului apar 
structuri liniare, care sînt ulterior circularizate sub acţiunea unor ADN- 
ligaze (Borst, 1981). e aen Mao a al ia 
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O. problemă ; controversată în. genetica, "mitocondriei la drojdii seste 
prezența secventelor. „leader“, „cap“ si „tail“, In acest Sens, s-a constatàt 
că ARNm 18S matur al apocitocromului: b este.de aproximativ două ori 
mai mare decît este..necesar pentru codificarea aminoacizilor,  prezentîna 
o secvenţă leader.5' neobișnuit, de lungă (--1 kb). şi o secvenţă, suplimen- 
tară de .—400- nucleotide la capătul. 3” .(Grivell si colab., 1980). ARNm 12S 
pentru subunitatea 9 a. ATP-azei prezintă, de asemenea, secvenţe „leader“ 
, lungi. (4400. b; Hensgen și. colab., 1979). În :schimb, | secvenţa, leader. a 
ARNm pentru. subunitatea II a. citocromoxidazei este. de numai 94. nucleo- 
tide, prezentind. o secvență de. baze identică cu regiunea. plasată, înaintea 
regiunii codificatoare a genei oxil (Coruzzi si colab., 1981). U T 

Referitor la. prezenţa secventelor „cap“ s-a stabilit cá acestea sínt.ab- 
sente in. ADNnt de la mamifere, care de; altfel nu prezintă nici secvenţe 
leader. (Montoya. si :colab.,.1981), si nici secvenţe tip Shine-Dolgarno, care 
asigură complementaritatea între capătul 2 si ARNr. mic; În schimb acest 
ADNmt prezintă cozi poli (A) (Battey şi Clayton, 1978). La drojdii nu s-a 
evidenţiat însă precis absenţa Secventelor „cap“ şi faptul -că secvențele 
„leader“ lungi, atit de frecvente în: ADNmt de la drojdii; ar putea prezenta 
secvenţe complementare, de legare a ARNr mic. Alti cercetători (Batiey 
şi .colab,,: 1979). au ; presupus. că legarea la „ribozomi a ARNm atît de la 
eucariotele inferioare. cît: şi superioare se: poate realiza. prin împerecherea 
dintre ARNr, mic şi o secvenţă. din regiunea. codificatoare a ARNm. Intr- 
adevăr, Salle și colab. (1982) au evidenţiat complementaritatea dintre: sec- 
venţă internă scurtă a gene). cob-boz. şi ARNr mic al .mitoribozomilor. O 
altă. problemă mult: dezbătută este prezenţa, cozilor poli. (A) in ARNm de 
drojdii; În. acest sens, majoritatea 'cercetătorilor, consideră că ARNm Io 
drojdii nu au capete poli(A): (Groot Și ;colab., 1914: Moorman. și . colab., 
1978). 5j [^ LUC frt 
Enzima implicată în transcriere, ARN-polimeraza, de la drojdii diferă 
de polimerazele similare, de la: bacterii si de cele.nucleare. printr-o serie 
de. caracteristici; sensibilitate la concentrații, ionice mari şi rezistenţă la 
a-amanitină si rimfampiciná. Prezintă însă multe asemánári.cu ARN-poli- 
meraza. mitocondrială de Ja (Xenopus laevis (Wu si Dawid, 1972). Enzima 
este multimericá,: cu! o. greutate moleculară de ~100—105. kd, mono- 
merul avînd o. greutate. de 45 kd. In vitro, enzima transcrie ADNmt ne- 
randomic, transcriind preferential genele ARNr. Controlul la nivelul trans- 
crierii. este rudimentar, importanţa reglatoare deosebită prezentînd pre- 
lucrarea posttranscripțională., 


2.2.5, SINTEZA: PROTEINELOR, MITOCONDRIALE. 


Pestis Sinteza proteinelor în mitocondrie prezintă o serie de trăsături asemă- 
nătoare procariotelor, incluzind codonul initiator, pentru formilmetionină 
Si sensibilitatea la inhibitori ce complexeazá ribozomii, de tipul cloramfe- 
nicolului, si eritromicinei, cu rezistentà corespunzătoare la cicloheximidă 
(inhibitor al sintezei proteice desfăşurată în citoplasmă) (Tzagoloff si colab., 
fis S Pr PR ui 1 oa. ml; p qna. coe | 

ARNt iniţiator din mitocondria de drojdie a fost secventializat de Ca- 
naday si colab. (1980). Spre deosebire de ARN; o „de. la Neurospora 
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crassa (Heckman și:colab., 1978), acest ARNt prezintă două trăsături tipic 
procariote: nu prezintă împerecheri de baze la capătul canalului acceptor 
(acceptor stem):și prezintă secvența T—y—C—A în bucla IV. Totuşi, ase- 
mănător ARNt de la N. crassa posedă perechi de baze Un: As, în canalul 
D, spre deosebire de omologul procaroit, care are:secvenţa Au : Daa De 
asemenea acest ARNt, asemănător celui din eloroplastele de fasole. (Ca- 
naday și: colab;, 1980) are o. caracteristică. neobișnuită, prezentind numai 


două perechi de baze G: C lingă bucla anticodonului. . - b. i 

Ribozomii de la Saccharomyces cerevisiae au "74S sei :se"disociazà în 
două subunități, o: subunitate mare de: 50S. si una mică de: 375, continind 
ARNr mare: de 3100: nucleotide si, respectiv, mic. de. 1400 nucleotide 
(Sriprakash. si / Clark-Walker, 10801. "Majoritatea proteinelor -mitoribozo- 
male sînt codificate în nucleu si sintetizate în 'citoplasmă (cu excepţia, pro- 
babil; a produsului ‘genei vari). ` | ! 


^O trăsătură neobișnuită a ARN mitoribozomal- este conținutul sáu 
(posttranscriptional)'scázut în nucleotide modificate. Astfel, ARN 215. de 
la drojdii' contine numai două reziduuri riboză metilate şi o pseudourină, 
iar ARN 15S contine un reziduu pseudouridilic si este complet nemetilat 


(Klootwijk si colab., 1975). 


Deoarece potențialul’ genetic al” mitocondriei este relativ redus s-a 
postulat existența unei strînse cooperări între genonul nuclear si mito- 
condrial în sinteza proteinelor mitocondriei. De altfel, majoritatea pro- 
teinelor mitocondriale (circa 909/,) sînt codificate de gene nucleare (vezi 
„Biologia şi tehnologia drojdiilor*, vol. I, 1989, pag. 90). ` 


2.3. MITOCONDRIA St CONTROLUL UNOR PROPRIETĂȚI . 
‘ALE DROJDIILOR; CU-IMPLICATII INDUSTRIALE 


Reglarea sistemelor de: fermentatie.. Un mecanism reglator. ma- 
jor, care; presupune-.un dublu: control;  nucleocitoplasmic at .mito- 
condrial este. fenomenul de represie prin glucoză. Prezența unei ` 
anumite ` cantităţi: de glucoză: în- mediu represeazá sistemele: de 
fermentație inductibile, ale unor zaharuri dispensabile cum ar fi galactoza, 
precum si procesele ceintervin în. biogeneza ; mitocondriei. Derepresia 
respirației mitocondriale represată prin glucoză este mediată, probabil, de 
cAMP (Fang si Butow, 1970; Mahler gi Lin, 1978), compus care, de altfel, 
acţionează antagonic și cu represie prin glucoză a enzimelor extramitocon- 
driale, da; tipul a-glucozidazei (Wiseman şi Lin, 1974). Observatia că eri- 
tromicina: si ^cloramfenicolul supresează efectul cAMP asupra: activităţii 
a-glucozidazei (Wisemann si Lim, 1974) .a sugerat intervenția! sistemului 
mitocondrial în reglarea nivelului cAMP si implicit în mecanismul de de- 
represie prin glucoză. Rolul mitocondriei în reglarea sistemelor de fermen- 
tatie (represie prin glucoză) a fost demonstrat și de Hanssmann si Zimer- 
mann (1976) care-au studiat efectul mutaţiilor petite asupra represabili- 
tății glucozei exercitată în sinteza: invertazei. Intervenţia mitocondriei în 
derepresià-inductia unor enzime. catabolice a fost demonstrată si în cazul 
altor cài metabolice de fermentație.: 
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: Deficiența mitocondrială, datorată unor leziuni. genetice. (petite). sau 
tratamentului: cu. compuși chimici antimitocondriali, determină blocarea 
inducției perimeazei și a enzimelor degradative : Ge intervin in metaboliza- 
rea galactozei, «-metilglucozidului: si maltozei,, expresia enzimelor consti- 
tutive nefiind, însă, modificată (Evans si colab., 1976; Khan. și: Greener, 
1977). "Tratamentul: celulelor eu agenti permeabilizanti, de tipul: dimetil- 
sulfoxidului, deblochează inducția «-glucozidazei în celulele petite inca- 
pabile de a fermenta «-metilglucozidul (Mahler și Wilkie, 1978); sugerind 
faptul cá disfunctia mitocondrială, corelată cu fenotipul „„zahăr-negă tiv, 
afectează membranele. celulăre. Blocarea utilizării: zaharurilor în celulele 
petite poate fi înlăturată prin mutații la nivelul. genomului nuclear: (Wil- 
kie și Nudd, 1981). Algeri:şi colab. (1981) au analizat în: detaliu diferentele 
dintre tulpinile, petite.. negative sau pozitive: în utilizarea galactozei. Au 
constatat că o singură pereche de alele, IMPl/impl, induce: răspunsul ne- 
gativ.sau pozitiv. al celulelor petite faţă de galactoză (celulele, petite: IMPI 
sint galactozá-pozitive).. Această genă nu estesalelică cu. nici. una dintre 
genele. structurale sau- reglatoare ale sistemului de. fermentație a galacto- 
zei. Faptul.cà mutatiile constitutive: ale, genei GAL80 (care. probabil speci- 
fică un răspuns): sînt epistatice cu. impl sugerează cá interacţiile nucleo- 
mitocondriale apar în etapele timpurii ale procesului de inducţie: Khen 
(1982) a evidenţiat o. situaţie. similară, în cazul utilizării maltozei: A con- 
statat că celulele petite, ce poartă gena MALA, manifestă fenotipul. maltoză- 
pozitiv numai în prezenţa genei nucleare PMUI, Se poate conchide, deci, 
că în utilizarea zaharurilor, genomul mitocondrial interacționează cu. gene 
nucleare reglatoare sau: cu promere genelor, permitind. inducția enzimelor 

catabolice potrivite. : 

Implicarea tiendi în ie de sporulare, germinare si pro- 
liferare celulară. Încă din anul 1951, Ephrussi gi Hottinguer au observat 
că diploizii. petite sînt incapabili de 'sporulare, defect “care se datorește 
unor deficiente în fosforilarea oxidativă. Totuşi, relativ recent, Pratje si 
colab. (1979) si Hartig și Breitenbach (1980) au constatat că în timp ce unii 
diploizi mit- sint incapabili de. sporulare, altii, cu leziuni mit”: diferite 
sporulează, desi sînt incapabili să crească: pe substraturi nefermentesci- 
bile ai au o activitate respiratorie reziduală minimă. 

Procesul de germinare a sporilor prezintă aceeași dependenţă: mito- 
condrialá. Au'fost, astfel, izolate noi tipuri de mutante mitocondriale care 
sînt normal competente pentru respiraţie şi cresc” pe substraturi nefer- 
mentescibile, dar sint incapabile :să depăşească prima etapă a germinării 
mugurelui (Hartig si colab., 1::1981); Schroeder $i Breitenbach,. 1981). 

Kovac si colab. (1977) au semnalat rolul mitocondriei si in. proliferarea 
celularà. Mutatia nucleará/opl (pet9)' blochează translocarea nucleotidelor 
adenină de-a lungul membranei mitocondriale interne, celulele de: drojdie 
devenind” incapabile a se dezvoltă pé medii nefermenteéscibile:(Kovac- și. 
colab., 1972). Celulele op1,.ca şi celulele petite, Cresc bine Ge medii cu ain 
coză, dar: dacă ambele mutații, op) si petite, sint prezente în aceeași: ce- 
lulá, diviziunea celulară continuă cîteva generaţii, după care este oprită. 
Această constatare implică.:0 pierdere progresivă a unui factor esenţial 
pentru diviziunea celulară, a:cărei sinteză: sau activare sînt blocate în pre- 
zenta :mutaţiei mitocondriale: duble: (Kocacova şi colab., 1968). Observaţii 
asemănătoare au fost făcute si de Ebner si Schatz (1973) care au studiat 
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 mutantele. nucleare: pet” defective în ATP-aza' mitocondrială F1. Aceste 
mutante. manifestau: 0. sporire'a ratei mutaţiei: e: de 20— 30 ori, iar celu- 
lele cu ambele mutații (pet” şi p7) prezentau o creștere extrem de lentă. 

Rolul mitocondriei în păstrarea integrității suprafeţei celulare. O' se- 
rie de alterări ale suprafeţei celulare reprezintá consecinţa leziunilor ge- 
netice; de la: nivelul mitocondriei. Astfel, s-a constatat că mutantele petite 
sint. mult. mai susceptibile la aglutinarea cu Concanavalina A, decit celu- 
lele de tip sălbatic din care provin (Evans si colab., 1980). Această obser- 
vatie a dus la presupunerea că. mutatia'petite poate afecta'frecventa, dis- 
tributia sau accesibiliatea situsurilor de. legare pentru  Concanavalina 
A:— probabil mananul său mananproteinele:— din peretele celular sau 
plasmalemă. Aceleași cercetări au relevat si faptul cá mutantele' petite 
diferă de tipul sălbatic şi prin proprietăţile electrocinetice (probabil încăr- 
cătura. electrică a suprafeţei celulare), prezentind afinitate faţă de poli- 
meri de tipul polietilenglicolului si dextranului. Afinitatea faţă de poli- 
meri este dependentă de tulpină si pare să fie sub controlul unei singure 
gene nucleare, fiind vorba din nou de o cooperare între genomul mito- 
condrial și nuclear.. ` 

. Fenomenul de floculaţie. Fenomen de importanță majoră pentru in- 
dustrià fermentativă, în special industria berii, floculatia reprezintă agre- 
garea celulelor dispersate spre sfîrşitul fermentatiei si ca o consecinţă, 'se- 
pararea ,flocoanelor* de lichidul de suspendare. Termenul. „nefloculent“ 
implică absenţa capacităţii de floculare şi, ca atare, o-separare mai lentă 
a celulélor de drojdie din mediul lichid. - , e? X 4 

Floculatia depinde de proprietăţile peretelui celular; Astfel, zimoliaza, 
enzimă cu acţiune litică asupra peretelui, elimină capacitatea de floculare 
(Miki si colab., 1982). De asemenea, izolate de perete celular sau fragmente 
de perete celular manifestă nivel de agregare comparabil cu cel al celulelor 
intacte (Amri şi colab., 1982; Nishihara si colab., 1982). 

Fenomenul de floculatie prezintă un dublu determinism, nuclear. si 
mitocondrial. Controlul-nuclear al floculatiei a fost. evidențiată încă din 
anul 1951 de Gilliand si Thorne, iar în prezent s-a -stabilit intervenţia a 
șapte gene nucleare (FLO1-FLO7) (Johnson si Reader, 1982, 1983; Yamas- 
hida si Fukui, 1983) si a doi supresori (fsul si fsu2) (Holmberg și. Kielland- 
Brandt, 1978). În afara acestor determinanţi s-a constatat că o mutație 
apărută “în locusul TUPI; genă ce codifică încorporarea! dezoxitimidin-5- 
monofosfatului în ADN (Wickner, 1974), stimulează flocularea celular? 

. (Lipke: şi Hull-Pillsbury, 1984). | AFI 3 eate 


` Referitor la rolul, genomului nuclear în floculatie s-a presupus cà ge- 
nele FLO sînt. responsabile de sinteza unor enzime (probabil a-monozid:ize 
sau-amidaze) care modifică structura peretelui celular, permitind creșterea 
numărului grupărilor. carboxil ce participă ulterior în formarea punților 
de calciu (Bevan şi colab., 1979; Johnston şi Reader, 1983; Maraz si Re- 
zessy-Szabo, 1988). | . . l Ain 
-Adițional controlului genetic nuclear în floculatie intervine și un con- 
trol mitocondrial, afirmaţie argumentată. de faptul cá mutantele petite isi 
pierd 'capacitatea floculantă (Evans și colab., 1980). Incapacitatea de agre- 
gare a.fost observată şi la unele. mutante mitocondriale. de'rezistență' la 
antibiotice: (Spencer și: colab., 1981). Rolul genomului mitocondrial: și in- 
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terrelatiile sale, cu- genele nucleare au fost; studiate recent de Hinrichs și 
colab. (1988). Aceste.cercetări au avut; drept: principal scop evidenţierea 
unor. situsuri specifice, din. ADNmt responsabile de inițierea, 'floculatiei. 
Pentru determinarea unor. astfel: de regiuni active: în; floculaţie, într-o 
primă etapă a fost caracterizat fizic si genetic ADNmt de la o tulpină cu 
.floculatie . moderată (S: cerevisiae H197) şi comparat: cu molecule ADNmt 
de la tulpini diferite, caracterizate de diversi cercetători: (Sanders şi colab., 
1977; Christiansen ai Rabinowitz, 1983; de Zamaroczy şi Bernardi; 1985). 
S-a. apreciat, astfel,. că există o strânsă omologie între hărţile liniare dr 
ADNmt, tulpinile H197. (Hinrichs. si colab.,:1988). si. MH41- 1B. (Christian- 
sen si Rabinowitz, 1983) (fig: 29). Au. fost. semnalate unele ‘diferențe nu- 
„mai în cazul: cîtorva situsuri de restricţie, obtinindu-se fragmente restric- 
tate diferite (exemple: Eco RI-4 şi -9 sau; Hind 1l-7:si -8). De asemenea, 
markerii genetici mitocondriali. ai tulpinii H197 au prezentat. aceeaşi loca- 
lizare cu cei ai tulpinii MH41-1B. „Plasarea genelor mitocondriale pe harta 
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‘ colab., 1988). aapl = 'subunitatea 9-a ATP-azei 
d mitocondriale; 95, = ARNm asociat 
cu partea centrală a, locusului de 
“sinteză ARNt: (Hinricks. si colab., 
1988). - 


fizică a ADNmt -H197 s-a egent, prin Pena ve de bibtidake cu 
ADNmt de la tulpini petite, bine definite, care contineau secvențe. ADN 
amplificate; apartinind numai unei gene. Pentru evidenţierea. unor posi- 
bile șitusuri active pentru: floculare au fost izolate. 10. tulpini petite deri- 
, vato din. tulpina. H197 cu diferite valori ale floculaţiei. ADNmt-al: acestor 
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mutante a fost hibridat eu: ADNmt de la -H197. Rezultatele au demonstrat 
că fiecare mutantă conţine numai. o. parte din. ADNmt -original şi că toate 
mutantele cu: capacitate floculantă au. conservat regiunea Eco: RI-5 și re- 
giunca Eco RI-2 adiacentă segmentului Eco RI-1 (fig. 30). Ulterior s-a de 
monstrat că regiunea Eco RI-5 cuprinde gena olil (gena pentru subunita- 
tea 9 a ATP-azei mitocondriale), iar regiunea Eco RI-2 este adiacentă ge- 
nei oxi2 (gena pentru subunitatea 3.a citocromoxidazei). Harta de restric- 
tie a ADNmt de la tulpina H197 (fig. 31) evidenţiază existenţa a două re- 


fig. 31: Harta 'de “restricţie a ADNmt de la: tulpina” ` 
| H197 (Hinricks si colab., 1988). AI 


giuni, desémnate'A si: B; cu: rol în floculaţie: Cele două regiuni ale ADNmt 
exercită, se pare, un control direct. în floculatie inducind modificări în 
structură componentei externe; mananproteice a peretului celular. Această 
ipoteză' este argumentată de observaţia că absenţa unor: regiuni distincte 
din ADNmt determină pierderea completă a capacităţii floculante (Miki 
şi colab., 1982). Si în celulele de şoarece s-a arătat că antigenii de la su- 
prafaţa celulară sînt probabil codificati de secvențe ADNmt (Smith şi co- 
lab., 1983; Lindahl si colab., 1983). Compararea regiunilor ADNmt A si B 
cu molecule: ADNmt secventializate de 'Zamaroczy si Bernardi :(1986) au 
relevat cà ambele fragmente conțin secvenţe ori. În prezent s-a demonstrat 
că aceste regiuni ori au capacitatea de a induce .replicarea în afara mito- 
condriei. O astfel: de secvenţă. ori a fost deja identificată în. fragmentul 
Sam::3H1, de 1,05: kb. S-a: demonstrat cá acest fragment este: esenţial: in 
floculaţie, existind probabil o corelaţie între secvențele responsabile ale 
floculatiei.: | ; 

“Rezultatele. obţinute pînă în. prezent. au demonstrat: posibilitatea con- 
struirii unor tulpini de .drojdii cu capacităţi floculante distincte: prin in- 
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ducerea unor deleti: specifice: in ADNmt. Comparativ cu mutantele. cro- 
mozomale, aceste mutante sînt induse cu ușurință, rata de reversie este 

neglijabilă şi prezintă: o mare stabilitate genetică, trăsătură. otia vo^ de 
importantá: pentru alae t 


24 CONCLUZII 


Noile‘ tehnologii, tehnica ADN recombinant si Secvelitiafizdtoa: ADN 
puse la punct în ultimii ani, au oferit perspectiva secvenţializării tuturor 
genelor mitocondriale cunoscute. Identificarea secventei-ADN mt a permis: 
stabilirea succesiunii aminoacizilor şi a greutăților. moleculare ale poli- 
peptidelor mai puţin caracterizate, specificate de: ADNmt; confirmarea 
prezenţei intronilor în: 'genele mozaicate, .ARNr. 218, cob-box si oxi3:si a 
faptului cá intronii lipsesc'la unele tulpini de drojdie şi sînt, deci, „opţio- 
nali*; identificarea seéventélor URF deschise citirii, plasate in marea ma- 
joritate la nivelul intronilor pentru care nu.s-au stabilit produsii poli- 
peptidici; certificarea diferentelor dintre “codul; genetic mitocondrial! si 
universal; susţinerea. ipotezei endosimbiozei în explicarea originii mito- 
condriei. 

„O problemă de larg interes care. suscità. si in prezent atenţia cerce- 
tátorilor este biogeneza initocondiiei, proces complex dependent de inter- 
acţiunea a două sisteme genetice, 909/0- dintre “proteinele mitocondriale 
fiind specificate de: nucleu și sintetizate în citoplasmă. 

` Mecanismul importului proteinelor din „citoplasmă în mitocondrie aie 
controversat, deși în prezent s-a postulat.că proteinele sintetizate în cito- 
plasmă sînt transportate de-a lungul membranelor mitocondriale, pe par- 
cursul transportului intervenind un clivaj proteolitic al precursorilor mult 
mai mari decît forma matură. Întrebarea: care decurge, însă, din această 
afirmaţie este legată de natura şi distribuţia. proteazelor ce intervin. în 
maturare, precum si de. relaţiile. Jor cu. receptorii care sint probabil nece- 
sari pentru recunoaşterea şi legarea precursorilor la suprafaţa mitocon- 
riei: Informaţii mai precise vor fi obținute în- acest, sens pe baza unor 
mutante nucleare şi mitocondriale, în! special supresori, nou izolate. Exa- 
minarea diferitelor mutante và da noi detalii referitoare si la intervenţia 
mitocondriei în; reglarea unor 'funcţii. nucleare, cum ar fi fermentația, 
sporularea şi germinarea, 

Noi perspective. în: descifrarea: structurii genomului mitocondrial sint 
oferite şi de , tehnologia: ADN. recombinat, . care dă posibilitatea . introdu- 
cerii „in vitro“ a unor secvenţe: ADN modificate. sau a; unor deletii în 
gene“ diferite. mitocondriale; clonarea acestor gene. permiţind, observarea 
ulterioară a efectelor. fenotipice. (Nagley. și colab;, . 1980; Blanc, 1984; 
Hinrichs si colab., 1988). Această tehnologie. oferă "posibilitatea. analizei 
originilor. de replicare sia secventelor promotoare, descoperirii funcţiilor 
segmentelor URF, precum. și: obținerii unor noi. informaţii cu Se la 
biogeneza mitocondriei. .. ` 


Progresele înregistrate: pînă în prezent în genetica itor Răiet Kol 
impulsiona cercetările: din sfera aplicativă. De altfel, pînă in: prezent s-a 
stabilit că RERUM petite SIME mai eficiente decit tipul pe iai Be în [pros 
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ducerea alcoolului probabil datorită modificărilor apărute în calea glico- 
litică, în special în. activitatea hexochinazei (Evans, . 1983). O altá impor- 
tantà practică a mutantelor mitocondriale constă si în utilizarea lor ca 
tulpini: parentale în- fuziunile de protoplasti (Spencer: şi “Spencer, 1981; 
Maraz ai Hezessy—Szabo, 1988), tehnologie cu largi „perspective in- 
dustriale. : 


r, 


xi JA VAS 


2.5. TEHNICI DE INGINERIE GENETICĂ © ve 


Direcţiile majore ale ingineriei genetice, e ADN. recombi- 
nant şi fuziunea de protoplasti . își găsesc un cîmp larg de aplicabilitate si 
la drojdii, specii cu organizare tipic, eucariotă. 

Utilizarea tehnologiei, ADN recombinant la drojdii prezintă. importanţă 
fundamentală pentru, studierea. structurii genelor eucariote. Si a mecanis- 
mului reglajului genetic: la. eucariote si aplicativă în producerea unor sub- 
Stante biologic active și mm obținerea unor noi tulpini de drojdii indus- 
triale. Importanța drojdiilor în producerea unor substanţe de interes me- 
dical si industrial rezidă din faptul cá nu sint patogene, au structură eu- 
cariotă şi realizează modificări posttranscriptionale si Pogttganslatignale 
specifice celulei eucariote. 


_ Fuziunea de. protoplasti, tehnologie ce, permite obținerea unor hibrizi 
intra-, interspecifici și. intergenerici prin depăşirea barierelor de sexuali- 
tate $i a incompatibilităţii genetice se alătură tehnologiei ADN recombi- 
nant în programele de ameliorare a drojdiilor industriale şi în producerea 
unor proteine. heterologe (vaccinuri, hormoni) si a unor substante farma- 
ceutice obtinute in mod obisnuit din plante. 


25.1, ral AS ADN RECOMBINANT 


Vectori. de clonare 


Printeloo experimente de transformare gerietică realizate de Hinnen 
și colaboratorii și Beggs în anul 1978 pe 'specia Saccharomyces cerevisiae 
au; demonstrat posibilitátea clonării şi exprimării -unor gene heterologe | 
în celula: de drojdie. Din: acest moment au fost dezvoltate o serie de sis- 
tome de transformare. atit. pe specia: S. cerevisiae, cit și pe numeroase 
alte specii (tabelul 21) (Hofemeister, 1988). . 


Vectorii. plasmidiali ideali pentru clonarea genelor betaniege în ce- 
lulele. de drojdie. sint; cei care transformă drojdiile cu frecvență’ mare, pot 
D menținuți în celulă într-un număr:;mare de copii, segregă corect în 
timpul. diviziunii celulare, au, markeri de selecție Si situsuri unice pen-. 
tru enzimele de restricție.. i 

Majoritatea . vectorilor utilizaţi în transformarea droidiilor contin. ori- 
gini de replicare active atît-la. drojdii cit si în celulele de E. coli, precum 
şi unul sau mai.multi markeri selectabili (de-exemplu, pentru. rezistență 
" la antibiotice). în E coli. Vectorii pot fi, astfel, amplificati în E. coli ina- 
inte de a fi. utilizaţi în transformarea drojdiilor. Aceşţi vectori „Shuttle“ 
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Tabelul 24 
Sisteme de transformare, genetică là drojdii 


'SPECIA AUTORI 
' 
Saccharomyces cerevisiae Beggs, 1978; Hinnen şi colab., 1978 
Schizosaccharomyces pombe Beach şi Nurse, 1981 
Kluyveromyces lactis ` =u | .Das'si Hollenberg, 1982 
' Webster si Dickson, 1983 
Kluyveromyces fragilis , Das si colab., 1984 
Pichia pastoris. ^^. Cregg, 1985 
Candida maltosa : Kunze si colab., 1985 
‘Pichia maltosa! ` . . iKunze si colab.,:1985 
Yarrowia lipolytica “|. Davidov si colab., 1985 
EN. d Gailardin şi colab., 1985. 
Rhodosporidium . ` ` | Ni Tully si Gilbert, 1985 i 
Hansenula polymorpha "Roggenkamp și: colab., 1986 
| Clesson $i colab., 1986 
Candida albicans Le | Kurt st colab., 1986. 
Saccharomi yces calrsbergensis d PANA şi Yamamoto, 1986 


pot fi trecuţi de la E.coli la S. cerevisiae si invers (fig, 32) si prezintă o 
importanţă deosebită ín realizarea: băncilor de gene la drojdii. Astfel, 
fragmente. diferite din genomul de drojdie (de exemplu, fragmente cores 
punzátoare genei LEU2 care complementează mutatille LEU2- de la 
drojdii și LEUR: de la E.coli), clivate cu: èn- 
e De zime de restrictie, pot” fi inserate in! vectori 
T »shuttle* care, după. amplificare: în E.coli, pot 
fi utilizate, pentru transformarea unor celule 
de drojdii cu efecte în genele de interes. După ` 
selectarea, celulelor transformate, descendenții 
lor pot reprezenta o sursă directă pentru plas- 
` midele „dorite sau o sursă de ADN care poate fi 
amplificat si izolat din celulele de E.coli (Ratz- 
kin si Caron; 1977; Maniatis: şi 'colab., E 
Botsten si Davis, 1982; Watson, 1987). 


a Iniţial s-a crezut că genele eucariote nu pot 
Pg functiona în“ celula: procariotă,- iar moleculele 
NEAL -de ARNm eucariote. chiar dacă sint sintetizate 


"DEET nu prezintă, situsuri corecte de legare la: ribo- 


Fig. :32. Veetor . „Shuttle“  zomii: bacterieni. Dir această 'cauză a fost sur- 


ce se replică ín. celule; de 
ADEST 077 als di ARCA „prinzător. faptul cá tulpinile. mutante de E.coli 


(Watson, 1987. , leuB, ‘defective’ in producerea ` DB- izopropil 
b ! dehidrogenazei ` si deci. în sinteza  leucinei, 
reverteazá la tipul sálbatic-LEUB după clonarea unei plasmide ce poartă 
gena: de drojdii LEU2. Explicaţia rezidă din însăși structura genomului 
de drojdii, care prezintă numeroase secvente ce „mimează“ funcţia promo- 
torilor traducerii, una 'dintre ele fiind plasată înaintea genei LEU2. 
' Aceste secvenţe apar în fata unui număr mare de gene de drojdii, mai mult 
de 300/,. dintre genele de drojdii fiind transcrise în moleculele de. ARN 


162 


funcţionale -cînd sînt, inserate Im. —— T de.E.coli..Pornind de la 
această observaţie o serie de mutații de E: coli defective în sinteza tripto- 
fanului, histidinei, argininei si uracilului au fost, complementate.. prin in- 
troducerea unor.gene' de drojdii codificatoare pentru proteinele. echiva- 
lente. Functionarea complementară, a acestor. gene, de drojdii a; condus la 
clonarea şi. amplificarea, lor în celulele de E.coli si, ca o: consecinţă, Jage- 
nerarea unor copii complete ale genelor de drojdii.. Genele de: drojdii- clo- 
nate. în celulele de E. coli-pot fi reintroduse in. celulele de drojdie” prin 
transformare geneticàá. Primele. experimente : de, transformare la drojdii 
s-au. realizat; cu. vectori. integrativi . (YIp) (Hinnen si. colab., 1978). Astfel, 


EAEI PE 
PM TER L Plasmida Col El: 1 Bonds: 
Plasmidă recombmată em LEU2* "N 
Mile n Min cz ADN de drojdie GO l 
'C 023: "CA Restul cromozomului `’ 
de drojdie Sa E | 
| Recsmtinare 
Regiune . de. omologă 
“Crossover 
"POPE TOET i | 
d gear D Tai We . 
O —— Transformanți rezultați. 


A ar a 


rin aditie 
k crossover ` ‘simpy 


EK 


e e Tronsfarmanti rezultați 

CH prih'Substitulie:, ` 
Qo Tm ^q -€ (crossover. dublu 'sau 
fen! S conversie KR pa 


Fig. 33. Reprezentarea diagramaticá a evenimentelor de re- 
M umen desfásurate in timpul procesului de transformare 
prin integrare' ie) şi Eplab 1978). 


Fig. 34. Tipuri 
de vectori de. 
clonare la droj- 


dii: 
1 — vector 
integrativ; 2 
| — vector epi- 
somal; 3.— 
vector re- 
plicativ; 4 — 
vector centro- 
meric 
(Broach, 1981). 


gena, LEU2 clonată în plasmida. bacteriană Col El poate complementa mu- 
tatia. LEU2- in celulele haploide. de drojdie. Gena. clonatá este. funcţională 
numai dacă se integrează. în cromozomul celulei gazdă ce poartă gena 
LEU2- printr-un -eveniment de recombinare omologă. (fig. 33) (Botstein 
Şi, Davis, 1982). Genele clonate cu vectori integrativi, prezintă o stabilitate 
mare transmitindu-se la descendenţi o dată cu cromozoniul în care s-au in- 
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tegrat. Dezâvantăjul. acestor. plasmide’ cofistă în faptul că transformă droj- 
diile cu o frecvenţă: foarte mită. Frecvéntele mult mai man) de transfor- 
mare (de-6-sutü, pînă la o mie de ori mai mare) s-au obţinut prin inte- 
gräreà genelor in plasmide ce contin secvențe ORI (origini de replicare) ce 
le permit multiplicarea autonomă în celula de drojdie. Au fost, astfel, con- 
stituiti. vectoriepisomali (YEP), : vectori dt aie si (YRp) si- vectori: cen- 
tromerici (Y Cp) (fig.34). 

Vector! episomali (YEp). Contin un fragment din plasia 2 um, ce 
permite ‘menținerea’ vectorului stabil extracrómozomal într-un număr re- 
lativ “mic: de copii '(25—100 copii/celulă). (Clark-Walker şi "Miklos, di 
Gerboud si colab., 1979; Chevallier si colab., 1980). 

Plasmida 2 um. Denumità asa dupà lungimea conturului devesmirat 
prin studii: de microscopie electronică, este formată dintr-o macromole- 
culă de 6,3 kpb (4,2 MD) (Clark. si Miklos, 1974; Beggs si colab., 1976; 
Guerineau şi colab., 1976; Hollenberg. si colab., 1916;. Broach;. 1982). Este 
prezentă la majoritatea tulpinilor de S: cerevisiae în 60—100 copii per ce- 
lulă. După criterii genetice a fost considerat un element citoplasmatic 
(Livingston, 1977), dar analizele ulterioare genetice Si. biochimice-au-.de- 
monstrat localizarea sa nucleará $i structura nucleozoniică (Livingston si 
Hahne, 1979; Kielland-Brandt si colab., 1980; Taketo şi colab., 1980). 
Hartley si Donelson (1980) au secventializat. intregul ADN plasmidial de 
6 318:pb. Trăsătura cea mai frapantă a plasmidei 2 um este reprezentatà 
de douä secvenţe invers repetate de 599 pb fiecare (IR), care separă molecula 
în două regiuni, unice de 2 174 pb şi, respectiv, 2 346 pb (fig. 35) (Hartley 


ECH E : 
E ERT ORF 
repetate ` 

invers 


„Fig. 35. Structura plasmidei 2 um, formele "A şi B erari 
ele .1988). ` 


şi Donelson, 1980). Regiunile repetate invers permit recombinări intramo- 
leculare- si ca 0 consecintá plasmida se ‘poate găsi în două forme: echiva- 
lente, A si B, care diferă prin orientarea relativă a'secventelor unice (Ger- 
baud și colab., 1979; Broach, 1983). În "urma recombinărilor. intermolecu- 
lare la nivelul regiunilor repetate invers pot să apară: multimeri de 4 um 
si 6 um (Broach, 1982). Trecerea de la: o formă la alta (flipping) nu se rea- 
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e 


lizează prin transpozitie; deoarece nu s-au identificat . secvențe corespun- 
zătoare plasmidei 2 um în ADN cromozomal i (Tabak, 1977). - 

Plasmida 2 im prezintă patru gene (Hartley si Donelson, 1980; Sutton 
si Broach, 1988):.gena -FLP (flipping) responsabilà de: recómbinarea: là ni- 
velul: secvenţelor repetate invers (Blank ai colab., 1979; Broach şi Hicks, 
1980),. genele REP1 si REP2 (replication) ce. controlează stabilitatea“ plas- 
midei în poziție trans: (Jayaeam și Broach, 1983) și gena D'cu' rol tot in 
stabilitatea plasmidei (Cashmore si colab., comunicări personale). Sutton 
"şi Broach (1985) au secventializat în detaliu transcriptele acestor. gene: 
S-au identificat, de asemenea, situsuri active în poziţie cis. Este vorba, în 
primul rînd, de secvenţa ARS (autonomously. replicating.sequence) plasată 
la nivelul jonctiunii dintre regiunea mică și una dintre regiunile repetate 
invers (McNeil st colab., 1980). Regiunea ARS reprezintă originea repli- 
cării plasmidei' (Brewer si Fangmaân, 1987). Un alt situs'activ in cis. este re- 
giunea FRT (FLP. recognition targėt-țintă : de-recunðaştere -pentru FLP) 
la nivelul căruia acționează recombinaza FLP (Andrews- şi 'colab., 1986: 
McLeod: si colab., 1986). A treia regiune activă în cis este' secvenţa STB 
(stability) necesară separării plasmidei in. mitoză, situs: de actiune pentru 
produsii genelor REPI si REP2 (Kikuchi, 1983). 

Genele REPI: şi REP32, împreună! cu locusul STB (denumit -REP3) 
réprezintà deci sistemul de distribuţie a plasmidei 2 um. Plasmidele care- 
nu prezintă ună dintre aceste gene sînt extrem de instabile. Datele expe- 
rimentale probează această afirmaţie. Astfel, celulele’ transformate cu o 
plasmidă himerică REP+, incubate în medii selective, pierd plasmida 
într-o proporție de 2/0 per generaţie, au un număr de aproximativ 20 
plasmide: per celulă $i.800/, dintre celule sînt. plasmida+ (Futcher şi Cox, 
1984;;Veit şi 'Fangman, 1985). Numărul de plasmide per celule ce contin 
ADN.2 um este de aproximativ 25. Celulele transformate cu plasmida 
rep” pierd plasmida cu o. frecvenţă! de 20%, au un: număr de copii per 'ce- 
lulă de: 5 pînă'la 10 si numai '5=—100%/ dintre -celule sint. plasmida* = cir” 
(Futcher, 1988).: In acest caz numărul: aproximativ de plasmide per celule ce 
conţin: ADN 2 um este de 100.:Deci, pierderea plasmidei se datorește unei 
diviziuni. stabile: şi, ca o consecință, dacă :o>celulă fiică pierde plasmida, 
cealaltă o cîștigă, iar numărul total de plasmide rămîne nemodificat.. Nu- 
mărul de molecule ADN: 2 im: se măsoară cu-ajutorul unor plasmide cù 
markeri selectivi (de exemplu LEU?) clonate în celule auxotrofe crescute 
pe medii selective (Y NB-leu) . 

„Proteina RED), codificată de cadrul. de citire B, are 0: y Aer nu- 
cleará, fiind. asociată probabil. matricei nucleare sau nucleolemei (Volkert 
și colab., 1986). REP1 este o proteină ce'leagă ADN (ADN binding Dro: 
` tein). Prezenta ei modifică structura cromatinei plasmidei 2 um în apropie- 
rea situsului STB, fapt ce sugerează că REP1 se leagă direct.la STD (Veit 
si Fangman, 1985). Aditional, RER) alterează structura cromatinei si..la 
capătul 5' al genei FLP şi însăși gena REPI. Murray si Cesareni (1986) 
. au identificat o secvenţă consens TC (Das ATCTTG - care apare de două 
ori în locusul STB şi de patru ori lîngă capătul D al genci FLP. S-a pre- 
supus că această secvenţă reprezintă un situs de legare pentru REPI. Ni- 
vele crescute ale proteinei REP1 represeazá transcrierea FLP si BERT. 
reprezentînd astfel un reglator Eeer) şi un BECH EN al! siste- 
mului de divizare a plasmidei. 
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. O tulpiná normală cir*-circle*: prezintă gena: REPI in 60 de: copii. 
 Meacock si eolab. (1986) au arătat că. integrarea; pînă la 5 copii ale genei 

REP1 într-o plasmidă repl” o stabilizează numai partial. S-a avansat, ast- 
fel, ideea că REP1 este necesară în cantităţi stoichiometrice. ` 

Proteina REP2 este codificată de: cadrul deschis citirii c (296 bibi) 
şi. este un reglator pozitiv. Absența acestei proteine este însoțită. de alte- 
raren structurii cromatinei;la nivelul genelor REPL'şi FLP, corelată cu mo- 
dificarea exe sei genelor DEEN (Veit. gi. REDE ra, 1985; Volkert și 
colab., 1986). 

Locusul STB este. o. regiune aflată lîngă, originea replicàrii: activă in. 
cis.(Jayaram şi colab., 1983; Jayaram ai . colab., 1985). Constă- din două 
domenii functionale, STB proximal: (proximal. fată de origine) gi: STB dis- 
“tal (Murray si Cesareni,. ;1986). STB proximal constă, din cinci şi jumătate 
unităţi direct repetate, o omologie.de 90%% fiecare unitate. repetitivă; com- . 
pletă avînd 62 pb.. Deoarece unităţile sint repetate direct in:urma recombi- 
nării unele dintre ele. pot fi: pierdute prin. deleţie, Astfel, au. fost. izolate 
plasmide cu deletii în această regiune ce prezentau mai puţine unităţi re- 
titive (Camerou colab., 1977).: Aceste: plasmide; sînt, însă, distribuite efici- 
ent în cursul diviziunii la celulele-fiice, astfel încît nu se poate preciza cite 
unităţi repetitive sînt necesare pentru: stabilitatea: plasmidei. . 

“Secvența STB distală este: plasată la capătul 3! al cadrului de citire 
descis citirii D si include un terminator- transcriptional. (Murray: si 'Cesa- 
reni, 1986) si un element transcriptional silențios a cărui: ee Ger necu- 
noscută. 

Replicarea plasmidei 2. um se weisse milani l'eplicárib- .cro- 
matinei nucleare, în faza: a ciclului celular, sub 'acţiunea acelorasi gene 
(CDC4,,CDCT si-CDC928; Zakian şi-colab;, 1979). Asemănător ADN. cro- 
l mozomal si spre deosebire de ADN mitocondrial și bacterian, moleculele 
2 um se multiplică o.singurá dată per ciclu celular. ... 

ADN 2 um prezintă o singură secvenţă | ARS: localizată in. regiunea 
unică mai mare (Broach şi Hicks, 1980). Regiunea ARS cóntirié o secvență 
tipică consens a cărei primă: bază. face parte din segmentul IR (repetat in- 
vers; Broach si colab., 1983). Studiile de microscopie:electronicá au demon- 
strat. că secvenţa: ARS coincide cu: originea''replicării i (Newlon at colab., 
1981), fapt confirmat recent:;de date. electroforetice (Brewer. si Fangman, 
1987; Huberman si colab., comunicări 'personale).: 


Amplificarea plasmids! se realizează sub acţiunea! genei 
FLP. Futcher (1986) a produs-un model de amplificare prin recombinare, 
modelul dublului cerc rotátiv (DRC=double. rolling circle), care explică 
si remarcabila conservare structurală a' plasmidelor 2 um (fig. 36). Acest 
model: presupune: 


1) Iniţierea: replicări ji la nivelul or iginii plasată la capătul uneia dintre 
secvențele IR. 


| E Extinderea ochiului de replicare pînă. in. momentul, în care. primul 
segment IR este duplicat. ` 


AN Recombinarea sub acţiunea FLP a uneia dintre. regiunile IR nou 
replicate cu segmentul IR. vechi, nereplicat. 


“Rezultatul recombinării este. rásucirea-unei bifurcatii: de: siecle in. 
raport cu cealaltă, fie poziţionate cap la cap — bifurcaţiile „se urmăresc“ in 
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ici unei ‘matrițe ERT Ca urmare, o^aceeasi matrità — fi replicatà 
de mai multe ori de: aceeasi pereche: de bifurcatii de replicare, rezultind o 
structură: multinumerică mare, neobișnuită (în Map fazei S se e pot objine 
structuri'oligomerice de 20 de copii). 

4) Structura multimericá replicativá: poate. fi eer ulterior pr in 
recombinarea mediată de FLP care reinverseazá una dintre bifurcatiile de 
replicare, restaurind “orientarea lor obis- 
nuită, cap la cap (Head-to-head). Dupá in- 
tilnirea bifurcatiilor, se formează două mo- 
]lecule circulare, una multimerică şi cea- 
laltà monomericá (Unele:. evenimente de 
‘recombinare pot determina mai curînd ră- 
'sucirea moleculelor decît rezolvarea lor: 
— un dezavantaj al modelului). 

5) Structura multimerică produsă de | 
etapa 4 poate fi rezolvatá în molecule cir-: 
-culare 2 um de mărimi obişnuite prin re- 
combinări mediate de FLP între regiunile 
repetate alternant lode Sieg regiunile 
repetate direct). ` 

S-a presupus că numai cîteva molecule m 
2 um parentale se -amplifică, in timp ce” 
restul plasmidelor. se replică o.singurá 
dată. Este important de subliniat faptul că, . 
în acest model, o moleculă se poate replica 
de mai multe ori per.ciclu celular, fără 
a exista însă mai mult de un eveniment de ` 
inițiere a replicării: ` | 

Pentru cà: o moleculă să se amplifice 


dublului 
“cere rotativ: ce explică | re- 


nun Fig. '36:: Modelul 


în acest mod. trebuie să prezinte, anumite 
“caracteristici geometrice. In: primul. rînd, 
originea replicării - trebuie să fie ' plasată 
asimetric în raport cu regiunile IR, deoa- 


rece amplificarea rezultă din. inversare 


"eveniment de 
dreptunghi cu punct = sec- 


plicarea' si- amplificarea ' plas- 
à; midei 2 p: 

O — originea replicárii; F — 
bifurcația de replicare; X — 


recombinare; 


vențe ` invers repetate (Fvut- 
flip-uri care apar cînd numai unul dintre. i cher, 1988). 


segmentele IR s-a replicat. Dacă nu s-a R: 

replicat nici un IR sau s-au replicat ambele segmente IR, atunci: ;fi- 
ping*ul nu schimbá' orientarea relativă a bifurcatiilor. In al doilea rind, 
cu cit regiunile TR sint mai depărtate cu atit. proéesul de amplificare este 
mai'amplu. Dacă 'segmentele IR.ar fi apropiate atunci timpul dintre re- 
. plícáreà unui singur IR si replicarea ambelor secvenţe IR ar îi mult prea 
scurt pentru realizarea amplificării. 

Modelul „DRC“ a fost confirmat de datele experimentale elitihuto de 
Volkert si Broach (1986). Experimentul lor (fig. 37) a constat in integrarea 
unei copii şi jumătate dintr-o moleculă 2 um flp” într-un cromozom al unei 
tulpini MAT cir? (fără plasmidă 2 um). De asemenea, a fost integrată o 
gená FLP „după. promotorul  GAL10, într-un. cromozon al unei tulpini 
MATa cir”. Tulpinile au fost împerecheate şi 's-a realizat inducerea: pro+ 
teineiti FLP: cu galactoză. Sub influența FLP este excizată din cromo- 
'Zom'o e copie 2 um SCH Analiza ADN din celule diploide obținute, 
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a: demonstrat că: plasmida 2:um este prezentă într-un număr mare de: copii, 
reprezentînd un argument: pentru. apariţia; amplificării.. Experimentele 
respective au fost. repetate,- dar. în acest caz a fost utilizată o plasmidă 
2 um cu două gene mutante, flp si frt (FLP recombination target), gena 
frt fiind plasată în: centrul segmentului IR. În cazul .exciziei acestei: mole- 
eule Zum sa constatat că nw se realizează. amplificare, deoarece:.există 
up singur IR activ snb care;nu este suficient: pentru: Eug", Deci. 


f — 
Numgr more 
de .copii 
T ah x A. Hia a c Pus 


frt" tip” 


| ini 
Los prin împerechere d Ap 
Cm 


AMA CI de drojdie — — j -+ 
2 Ooz om, J Numâr, mic | 
. de copii ` 


Fig. 37. Model de amplificare prin ,flipping*: 

IR — secvenţe invers repetate; flp— — mutantă ` cü ge 
nä FLP nefunctionalá; frt — mutantă nefunctionalá în. 
situsul de recunoaştere pentru FLP; linie dreaptă. sub- 
“ţire..=: secvențe. din plasmida 2 um; „partea stingă a 
figurii cuprinde structura plasmidei in haploizi flp—^; 
în timp ce. în. dreapta -éste reprezentată structura plas- 
midei în- diploizii rezultați din - încrucișările acestor: hâ- 
ploizi cu un parental (cir?) care produce cantităţi mari 
de FLP, codificată de o genă  cromozomalá  (Futcher, 
1988). ts - 


“se poate concluziona că amplificarea, este controlată de gena FLP; éi este 
dependentă de două secvențe FRI active... it. 

Alte: experimente care susțin modelul DRC se. bazează pe incubarea 
celulelor cir* în medii cu !?C, 15N (heavy) şi pasajul.ulterior in medii nera- 
dioactive (light) pentru. o. „generaţie. Majoritatea moleculelor ADN: vor fi 
hibride. (heavy-light), dar o mică parte. din ADN va fi uşor-uşor (light- 
light) — acest ADN corespunzind moleculelor 2 um. multimere. Aceste 
date susţin modelul DC, care presupune că amplificarea ADN 2 um apare 
printr-un intermediar multimeric (Futcher, date nepublicate). 

Futcher.-(1987): autorul modelului DRC nu exclude însă posibilitatea 
intervenţiei altor mecanisme de: amplificare dependente de FLP şi necesi- 
tatea unor argumente; mai puternice în favoarea modelului elaborat. Ro- 
lul sistemului de amplificare. este acela de:a: corecta erorile ce apar dato- 
rită unui sistem ineficient de. distribuţie a plasmidei.. Amplificarea trebuie 
însă controlată pentru a nu se ajunge la o creştere. dramatică a numărului 
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de 'copii.: Controlul amplificării se realizează:la nivelul sistemului: FLP; 
Pornind de la 'considerentul cá structura croniatinei este modificată la ca- 
pătul 5' al genei FLP sub acţiunea produșilor genelor PED) si REP2 (Veit: 
și Fangman, 1985). s-a presupus că: aceste proteine controlează expresia ge: 
nei FLP a ca. o consecinţă distributia plasmidei la descendenţi. Volkert si 
Broách (comunicări personale) au examinat rolul proteinelor” REP pe bază 
unor :experimente'de clonare, care au constat în atașarea regiunii 5 he- 
codificatoare a genei FLP la gene pentru f-galactozidază, segment ulte- 
rior integrat într-un cromozom de drojdie. Genele REP1 si REP? au fost 
clonate după promotorii pentru galactoză și ulterior a fost testat efectul 
unor nivele cunoscute ale uneia sau-ambelor proteine REP asupra promo- 
torului FLP. Cînd ambele proteine REP sînt prezente in cantităţi mari 
transcrierea la nivelul promotorului FLP este drastic represată: De aseme- 
nea, exprimarea. simultană a genelor REP1 si REP2 poate represa, tran-. 
scrierea inițială la promotorul REPI. Promotorul REP2 nu este afectat. 
Aceste rezultate sugerează faptul că un complex REPl:si REP2 poate lega 
ADN înaintea genelor FLP si REPI, inducind astfel represia transcrierii 
acestor gene. | | , 

Recombinarea plasimidei 2 um. Proteina FLP reprezin- 
tá un exemplu  excelent. de: recombinazá eucariotá situs specifică. Gena 
FLP a tost clonatá şi. a fost urmărită exprimarea ei atît la drojdii (Vetter 
şi colab., 1983)-cit si la E. coli (Babineau si-colab., 1985; Meytr-Leon si 
colab., 1987). S-a constatat cá :recombinaza 'ELP.purificatá din celule de 
E. coli induce:o.:recombinare eficientă Ja; nivelul situsurilor FRT „in vitro* 
(clivaj, împerechere si ligare), fără intervenţia altor: proteine de drojdii. Deşi 
reacția este dependentă în mod normal de prezența Mg?*,.se poate realiza 
3i prin înlocuirea ionilor de magneziu, cu ioni monovalenti în cantitate mare ` 
Sau cu spermidiná (Babneau si colab., 1985). Asemánátori topoizomerazei. si : 
altor recombinaze situs specifice, proteina ‘ELP acţionează în absenţa ATP 
sau a altor co-factori, utilizind energia stocată în legătură .proteină-fosfatul 
din macromolecula de ADN, (Sadowski, 1986). Substratul enzimei .constà 
din molecule ADN continind .FRT lineare, circulare. relaxate. sau. superră- 


| Sucite (Meyer-Leon si colab., 1987). Recombinarea poate să apară între si- 


tusuri diferite ale aceleiași molecule cu o rată invers proporţională cu dis- 
tanta dintre situsuri, sau între situsuri apartinind unor. molecule diferite 
(Gronostajski și Sadowski, 1985). Reacţia dintre ADN Si proteina FLP este 
probabil directionatà de schimbări conformationale ale. macromoleculei 
de ADN. Locusul FRT, tinta recombinării FLP, constă din două regiuni re- 
petate. invers ‘de 13 pb fiecare, care flanchează un spátiàátor (spacer) de 
8 pb (Andrews si colab., 1985; Senecoff si colab., 1985). Secventele repe- 
titive diferă între ele doar printr-o singură pereche de baze. Este prezentă 
şi-o a'treia copie de 13 pb care poate fi pierdută fără un efect aparent. asu- 


pra recombinării „in vitro“ (Gronostajski si Sadowski, 1985). De asemenea, 
deletia unor; porţiuni însemnate din cele două secvențe repetate invers de 
13.pb nu blochează complet reacția de recombinare (Proteau Si colab., 1986; 
fig. 38). Experimentele de protecție prin. metilare si de mutageriezá situs 
specifică au condus la stabilirea regiunii importante: pentru interactia eu 
FLP din cadrul elementelor de 13 pb (Andrews si colab., 1986; Prasan 
Și colab., 1986). Insertia sau deletia unei perechi de baze în spăţiator in- 
hibă recombinarea, iar schimbarea a două sau mai multe perechi de baze 
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“elimină complet acest proces (Senecoff si Cox, 1986). Se. presupune că mo- 
 dificarea spaţiatorului ` perturbă interactiile: proteiná-proteiná, ce apar. în 


mod “obişnuit. între: monomerii FLP. în 'situsurile.: de legare a sec- 
ventelor. de 13 pb. Experimentele ce implică amprente: ADN. (footprinting ` 


„and. gel. retardation experiments) au demonstrat. că monomerii' FLP. pot 


interactiona cu un singur element. de 13 pb, dar legarea: strinsá a, FLP ne- 


.. cesiti; două -elemenţe repetate. invers. (Andrews: şi colab., 1987)..După ce 
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Fig;.38. Tinta:de recunoaştere pentru FLP:: ia 
a, b, c — trei elemente de simetrie de 13 pb importante pentru 
| legarea proteinei FLP (Futcher, 1988). 


secvențele 13 pb sînt complexate cu monomeri FLP este iniţiat clivajul 


în regiunea de graniţă dintre 'spaţiator şi cele: două elemente repetitive 
prin: inducerea a două incizii mionocatenare. Fiecare incizie - generează 


, -un capăt 3/OH şi un. capăt 5'P, ataşat la proteina FLP, printr-o legătură 


fototirozilică (Andrews şi colab. :1985; Gronostâjski si Sadowski, 1985). 


„Pînă în prezent nu se stie dacă clivajul apare intr-un situs RT implicind 


€ 


participarea a două molecule FLP sau în ambele 'situsuri cu participarea 
a/patru molecule FLP. k 
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mentele. ci hibisidose ADN. (Utatsu şi colab, '1988).: Ca si plasmida 2: um: 
si aceste:plasmide pot fi folosite pentru construir ea:unor vectori de clonare 
cu potențial de multiplicare în celule: de: drojdii apartinind unor specii 
diferite, lărgînd în acest fel gama de gazon pentru clonarea, im de 
ren ! 


'"Plásmidele 2 um nu "prezintă: aparent nici un avantaj pentru celulele, 
gazdă, fiind încadrate in. categoria elementelor genetice „egoiste“. Impor- 
tanta lor constă in faptul cá pot fi. manipulate ca! vectori de clonare si, de 
asemenea, pot reprezenta sisteme test pentru studierea replicării Și recom- 
binări ii la eucariote; 


"Vectorii replicativi (Y Rp). Sint plasmide ce conțin secvenţe, ARS (au- 
tomously replicating Sequence) ce le conferă autonomie în replicare. Sec- 
ventele ARS pot fi izolate din cromozomii de drojdie (la. drojdii s-au iden- 
tificat 200—400 origini de replicare) sau din plasmida 2 um (Stinchcomb. 
și colab., 1979; Nasmyth si Reed, 1980). Acesti vectori transformà drojdiile 
cu o eficiență” mare, dar sînt instabili. Din motive necunoscute, plasmidele 
 YRp tind să rămînă asociate. cu. celula-mamá după. diviziune în loc să se- 
grege 'randomic între celulele-mamă și fiică. „Ocazional pot să „apară vä- 
riante stabile prin. integrarea vectorului YRp într-un crómozom în urma 
crossing-over ului de la nivelul secventelor "ARS. Vectori plasmidiali « cu o 
stabilitate crescută pot fi obținuți prin aditionarea la secvenţa ARS a 
unor secvenţe ce funcţionează ca centromeri, necesare detâșării plasmi- 
delor la aparatul mitotic si meiotic al celulei gazdă si segregarea corectă 
în timpul diviziunii celulare. Aceste plasmide ce conţin secvenţe CEN 
sint vectori centromerici, ce se comportă ca minicromozomi şi sînt pre- 
zenti într-o singură copie per celulă. Secventele CEN sint segmente de 
6—10 kpb, izolate din cromozomii III, IV si XI (Clarke si Carbon, 1980; 
Fitzgerald-Hayes,si colab., 1982; Blackburn, 1985; Clarke si Carbon, 1985). 
Secventele CEN pet fi utilizate și în construirea cromozomilor liniari 
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dacă este împiedicată circularizarea prin: adăugarea unor secvențe Get. 
merice (Murray si Szostak, 1983; Dani si Zakian, 1983). Minicromozomii 
liniari sînt însă mult mai puţin stabili decît cei circulari, secventele CEN 
functionind corect numai în cazul în care sînt cuprinse in segmente ADN 
liniare - lungi (chiar și cei mai mici cromozomi liniari sint de 10 ori mai 
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lungi. decît minicromozomii liniari). Construirea unor plasmide liniare lungi 
de 50—60. kpb (prin adăugarea: ADN: de fag AN a. determinat o sporire a. 
eficienţei plasmidelor, acestea functionind mai bine decît minicromozomii 
circulari (fig. 39). Comportarea acestor. vectori denumiți cromozomi. arti- 
ficiali a demonstrat faptul că fiecare cromozom natural trebuie să aibă o 
anumită lungime pentru, ca un. centromer să. fie functional. Cresterea 
lungimii pînă la — 140 pb. prin adăugare de ADN de fag A creşte stabili- 


tatea mitoiică a cromozomilor. artificiali: (Hieter si colab., 1985). Din ana- 
liza minicromozomilor şi: a, cromozomilor artificiali s-a stabilit că in men- 
ţinerea unui cromozom de drojdie în celulă sint absolut, necesare: trei ti- 
puri de secvenţe, ARS, CEN si telomerice, secvenţe surprinzător de scurte 
comparativ cu genele: codificatoare. La drojdii, ca şi la alte eucariote, in- 
ferioare, aceste regiuni esenţiale nu au decît cîteva sute de. baze (fig. 40; 
Broch si colab., 1983: Blackburn si Szostak, 1983; Kearsey, 1984. Shampay 
şi colab., 1984). N Dad EE T m Mn 

^ Mutageneză situs-specifică. Tehnicile de mutageneză, „in vitro" au 
devenit posibile din momentul în care au fost construiți vectori, integra- 
tivi. Integrarea pasagerului în cromozomii de drojdie, se realizează, prin 
crossing-over între secvențele omoloage ale ADN genomic si ADN clonat. 
Dacă vectorul este introdus. în celulă ca o moleculă circulară, integrarea 
reprezintă un eveniment rar, (1 per 105, celule), chiar. dacă regiunea .omo- 
loagă este mai mare de 10 000 pb (Orr-Weaver si colab., 1981). Dacă însă 
plasmida. este initial clivată cu enzime de restricţie ai ulterior introdusá 
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Fig. 40. Secvente funcţionale ` Fig. 41. Linearizarea vectorilor YIp ^ ce . 
esentiale ale cromozomilor de permite integrarea plasmidei în “siturile 
drojdii (Blackburn, 1985). À “cromozomale omoloage cu o frecvenţă de 


100 ori mai mare decît în cazul formei cir- 
culare (Orr—Weaver şi colab., 1981). 


în protoplaşti de drojdie ca o moleculă liniară, se integrează într-un situs 

omolog de o sută de ori mai frecvent decit ca moleculă circulară (fig. 41). - 
Constatarea . că -inciziile dublucatenare promovează ¿evenimente de cros- 
sing-over a: revizuit ipotezele. referitoare la mecanismul recombinirii.in 
celula .cucariotă. Capetele libere create de enzimele de restricţie prezintă, ` 
astfel, un înalt potenţial de recombinare, invadind. segmente genetice omo- 
loage pentru. a forma. structuri. heteroduplex. — intermediari de recom- 
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binare. Aceşti: intermediari de mihai clan sînt ulterior. rezolvati in:urma 
unor : incizii hücleazice: monocatenare, suan molecule: „ADN — 


binate; 


' 


' Vectorii reparat (retziever vectors). Sit plasmide cu: wed (gapped 


plasmids)'ce pot prelua anumite gene din cromozomii de drojdie prin 'eveni- 


Cromozom de 


„dietă mutaniă . du 
drojdie 


Fig. 42: Vector „retriever“: 
plasmidă „ce contine, alela de. 
sălbatic (URA3); 2:— clvare cu enzimă 
de restricție; 3 —. plasmidă cu breșe („gap- 


vă 


ped: plasmid}; 4 — 


midá reparată. prin „copierea gene! URA3 


— te prezintă capacitatea de replicare e 
automă! in. celulele. de. dg (Hicks — 


'colab,, 1982): 


PIC + 


- dii, doi markeri ce permi 


„detectarea mutatiilor,.. 
"secyentializarea ulterioará a seg- 
vi e PĂR, "ADN preluate din cro- 


E 


invadarea . duple- .- 
xului intact Şi! repararea. bresei; 5'—.plas- . 


"mente de ‘recombinare „omoloagă, 
‘fiind ulterior utilizate ` în experi- 
mente de mutagenezá- in vitro. 


"Vectorii reparatori contin origini 


de replicare ce le permit 'replica- 
rea in celulele de E.coli 3 de droj- 
cresterea 
“selectivă a. celulelor de drojdie si 
de E.coli a on “segment omolog 
"genei ce urmează să“ fie preluată 
"din cromozomul de drojdie; După 
construirea vectorului, segmentul 
corespunzător genei. de interes este 
îndepărtat cu enzime de restricţie. 
Acest vector cu breșă (gapped ver. 
tor) este introdus într-o celulă ce 
poartă gena mutantă: de interes. 
La nivel nuclear capetele- libere 
ale vectorului înalt recombinoge- 
nic, invadează segmentele ce flan- 
chează gena," copiază secvențele 
omoloage, înlocuind astfel ! sec- 


` venfa pierdută cu gena cromozo- 
' malá (fig. 42) (Hicks si colab., 
i 1982). Aceste evenimente. reparato- 


rii generează două. sitüsuri de 
schimb .intercatenar, între plas- 
midă st cromozom, care ulterior 


vor fi- rezolvate prin incizii nuclea- 


zice pentru. a genera o plasmidă 
intactă si un cromozom complet. 


- Vectorii. reparati reprezintă, astfel, 


instrumente perfecte, utilizate în 
permitind 


mozom. În ultimii ani aceste plas- 
mide ,gapped* au, fost utilizate si 
in stabilirea structurii precise a 
genelor. tipului . de, imperechere, la 


4 drojdii (Klar si colab 1984)... 


ib Identificarea . piere a Mid 
"control, -Reprezintă o-altă directe 
de aplicare-a. tebuieiler de muta- 
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geneză in vitro. Definirea precisă: a “segmentelor ADN cu rol. de 
control s-a realizat, de alttel,: pe baza inducerii deletiilor,. insertiilor 
“si a substituţiilor de perechi de baze într-o- regiune determinată 
a „unei, anumite molecule ADN. Dintre toate. .aceste: modificări, mu- 
tationale cel; mai uşor, de realizat . sint deletiile ` lungi, între două 
situsuri de acţiune pentru endonucleaze de restricţie. Astfel, prin 
tratarea unei. plasmide ou enzime de restricție, pot fi. izolate molecule 
partial digerate avînd un singur fragment pierdut. Circularizarea ulte- 
rioară, duce la formarea, unor plasmide mici, care pot prezenta frecvent 


activitate ‘biologică. Deleţii mat mici pot fi induse prin incizia plasmi- 
dei într-un. singur. situs de, restricţie pentru generarea unei molecule li- 
niare, tratată ulterior la ambele capete pentru formarea capetelor netede. 
Prin; adăugarea , ulterioară a „unor linkeri oligonucleotidici supuşi apoi 
acţiunii unor enzime de restricţie specifice se obțin: capete lipicioase si 
circularizarea plasmidei cu ADN, ligază (fig. 43). Aceşti linkeri olinucleo- 
tidici pot fi utilizaţi si în realizarea unor insertii mutationale precise. 


ATGGCGGTA 


gare de linkeri oligonu- 
cleotidici (linkeri Xho);. 4 
— qolecüla de ADN .este 
„tăiată cu enzima. de res- 


TACCGCCAT 
i _ATGG 
TACCGCCAT. 
"'VATGGCGGXA. >. 
` NACCGCCAT-- 

d le 
TE, APCE. ` . ATOGCGTTA 
Fig. 43. i patra ni situs- | TACCGCCXT... e: - „TACCGCAAT.: 
“specifică ` ` implicin cu , Ed 
ajutorul linkerilor oligonu- : Es, e cate Um 

cleotidici: Fig. 44. Producerea unor 

1 — clivare cu enzimă substituţii la nivelul unei 
az de restricţie; 2 — clivare singure perechi de baze 
.exonucleazicá; 3 — adău- prin crearea unor . incizii 


_monocatenare în ADN, ur- 


mată de reparare în ab- 


.senta unei nucleotide. ` In- 
.sertia incorectá este repre- 


trictie Xho; 5 — unirea ca- -zentată prin. simbolurile 
petelor ooezive cu ADN- X şi X (Shorfle :: şi co- 
ligază (Smith, 1985). Job, 1981). 


. In tehnicile de mutageneză “convenţionale substitutiile: de. baze pot 
fi induse la nivelul reziduurilor citozină, de exemplu, prin tratamente 
chimice cu bisulfiti, care induc dezaminarea citozinei la uracil şi tranziţia 
perechii de baze GC în perechea de baze AT. Mutageneza 'situs specifică 
presupune într-o primă etapă digerarea cu enzime de restrictie, iar unul 
dintre capetele libere 3* sau 5” este degradat exonucleazic..Ín etapa ur- 
mătoare sc realizează substitutia unei singure perechi de baze prin indu- 
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cerea reparării ADN fie în prezenţa unor derivati ai :bazelor azotate, fie 
în absenţa uneia dintre cele patru nucleotide, fapt ce.duce la incorpora- 
rea unor baze greşite în situsuri predeterminate (fig. 44) (Shortle şi colab., 
1981). KL ue în WIR 
În prezent aceste procedee de inducere a substitutiilor de baze au fost ` 
înlocuite cu tehnologii mai precise ce presupun utilizarea unor lanțuri 
oligonucleotidice eu. o lungime de 15—20 baze ce permit orice, substituție 
de baze în orice situs determinat de-a lungul unei molecule ADN (Smith, 
1985; Watson, 1987). Oligonucleotidele avînd dimensiunea precizată an- 
terior formează. duble elice ADN—ADN foarte stabile cu segmente ADN: 
complementare. O oarecare stabilitate poate fi obţinută şi în cazul hibri- 
dărilor cu oligonucleotide ce contin una sau două substitutii. In prezenta 
ADN-polimerázei- şi: a precursorilor celor patru nucleotide, aceste seg- 
mente ADN scurte cu 1—2 substitutii pot funcţiona ca primeri, pentru 
sinteza ADN cînd :sînt incubate cu molecule ADN monocatenare circu- 
lare, de tipul genomului fagului: M13. Rezultă o dublă elice perfect îm- 
perecheată, cu excepţia regiunii cu substituție. Introducereâ ulterioară a 
acestor. molecule ADN în celule de E.coli permite replicarea lor si for- 
marea a două tipuri de catene ADN fiice, de tip sálbatic.si mutant (fig. 45). 
Pînă nu de mult, astfel de lanţuri olinucleotidice nu puteau fi sintetizate 
decit chimic. În prezent sinteza lor se realizează cu ușurință cu: ajutorul. 
,Sintetizatoarelor* de ADN... A FINU: Fo 
. Transformarea genetică cu vectori integrativi-poate implica si Înl0- 
cuiréa unei gene crorăozomale' de tip sălbatic cu alela-sa mutantă. Această - 
tehnologie a fost initial realizată de Scherer si Davies (1978), care au uti- 
lizat un vector YIp ce cuprindea în structura sa o genă inactivă HIS3” si 
o genă activă URA3. Transformarea . protoplaștilor.- de drojdie cu,aceàastà | 
plasmidă a avut drept consecinţă integrarea plasmidelor: în 'locusul: HIS3 
cu o frecvenţă de 50% si insertia şi in locusul URA3 plasat pe alt cro- 
mozoni tot intr-un' procent de Dt Insertia lingă, locusul .HIS3. a avut 
drept. consecinţă asocierea în tandem. pe acelaşi cromozom:a, genei mutante . 
cu. cea de tip sălbatic (fig. 46). În-timpul multiplicării':celulelor astfel 
transformate s-au realizat crossing-overe ocazionale între genele mutante 
şi cele de tip sălbatic: Aceste crossing-overe pot îndepărta vectorul şi 
segmentele. URA3*, fenomen :certificat de apariția fenotipului URA3-. 
Dintre: aceşti revertanţi URA3— unii pot reţine gena HIS3*, în timp ce 
alţii păstrează gena mutantă., . ` i bs 
Utilizind acest;procedeu orice alelă mutantă poate fi inserată in ge- 
nomul drojdiilor, cu condiţia să nu fie vorba de o genă esenţială ai că- 
ror produși nu pot fi suplimentati ca factori nutritivi în mediu! de cultură. 
Transformarea. integrativă“ poate fi utilizată și în testarea unor gene 
cu funcţii: necunoscute ;pentru a stabili dacă genele respective prezintă 
un rol esenţial ín. celulă. | i 4 
Metoda constă în clonarea în celula de drojdie a unor- vectori ce 
„poartă: numai fragmentul intern dintr-o genă (gene care nu prezintă ca- 
pete terminale), În: căzul în care se realizează un crossing-over între frag- 
mentul Griet. din vector si gena cromozomală; ambele.copii duplicate ale 
genei vor fi defective, una deoarece nu prezintă începutul genei şi'cealaltă 
pentru că nu are sfirsitul. Acest procedeu. a fost utilizat de. diferiţi cerce- ` 
tátori (Shortle şi colab;; 1982; Rothstein, :1983) pentru a demonstrá câ 
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,HIS37... Sat 


Mutant. Tipu sălbatic 

Fig. 45. Mutageneză . “situs” Fig. A6. Inlocuirea genci. Dien activă ^ cu 
'speciflici' bazată. pe primeri ei ‘gend mutantă HIS3— prin transformare in- 
"ADN-oligonucleotidici ` :conţi- 1 tegrativă: 
nînd „perechi de. baze. gre: 1 — producerea inutatiei m vitro“; ra 

Sit împerecheate: d integrarea plasmidei prin recombinare o- 
I — ADN-polimeraza dATP, 'moloagà; ` 3J'— excizia plasmidei prin recom- 
dCTP, dTTP, dGTP si ADN--. Lë or omoloagă (Scherer: si Davies, 1979). . 


ligază; 2 — replicarea in 
E. coli (Watson, 1987). 


> Gena peniru octină acră | 


Fig. 47. Utilizarea vectorilor integrativi pen-: 
tru a stabili dacă o anumită gená este esen- 
fialà pentru celulá (de exemplu gena. codi-. 


ficatoare pentru actinà) (Shortle şi colab., 
1982). bm 
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gena de drojdie ce codifică ac- 


tina este 'esenţială, absenţa sau 


modificarea ei fiind - letale. In 
aceste: experimente: un diploid 


"URA3- a fost transformat în 
-URA3t cu o plasmidă ce poartă 
gena: URAS3*' si: un” fragment ` 


intern incomplet al genei pen- 


tru! actinà. S-a “constatat că 


în cazul sporulării celulelor 


URA3+ în care. integrarea s-a 


realizat în gena 'actiná. (un: pro- 


„cent: de 500/) apar: numai spori 
URA3”. Nici un haploid URA3+: 


nu. supravieţuieşte deoarece nu 
prezintă gena. pentru  actinà. 
funcţională (fig. 47). 


2.5.2. CLONAREA SI RAP IMAGE PARIU ee Ep 


5.2.1. CLONAREA SI EXPRIMAREA GENELOR HETEROLOGE. 
IN. SACCHAROMYCES, CEREVISIAE 


Saccharoma yces . cerevisiae GENEE un prim de test. eucariot uti- 
lizat im tehnologia, ADN recombinant, „fapt datorat cunoaşterii in mare 
parte a structurii sale genetice. si prezentei plasmidei 2 um, structură unică 
în lumea, eucariotà care.a;permis construirea, unor vectori! de clonare: efi- 
cienti. 

Programarea genetică a “celulelor. „de, drojdie în. vederea producerii 
de proteine. heterologe presupune parcurgerea mai multor etape esențiale 
dintre. care. de primă importanţă este. realizarea unor vectori plasmidiali 
care, să cuprindă in structura Jor o regiune codificatoare pentru gena de 
interes asamblată, împreună. cu regiuni reglatoare, promotori, :terminatori, 
secvenţe reglatoare plasate înaintea secvenţei start a. transcrierii (upstrem 
reglatory sequences). Vectorii. utilizați eu succes. in. producerea de..pro- 
teine heterologe sînt vectorii - replicativi (Y Rp) (fig. 48). (Fogel „si. colab., 
1982) şi episomali (YEp) (fig-49; Bitter si colab.,-1988), care, au capacita- 
tea de autoamplificare şi deci. de multiplicare. a "numărului copiilor See, 
de interes integrată în structura lor. 


——— 
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Fig. 48. Vectorul YRp17 forinat din ` secvențe pBR322 . si genele 
de Op sălbatic TRP1 si URA3 si o secvență ARS. In situsul BamHI ` 
| poate fi inserată . gena ADEB (Fogel si colab., 1982). l 


12 — Biologia şi beggen drojdiilor, vol. II 177 


Pentru a. deveni eficient un astfel de vector cu potential de amplifi- 
care trebuie să conţină un promotor adecvat dintr-o genă de drojdii, de- - 
venind astfel un vector, de exprimare (expression vector; Bitter si colab., 
1984, 1987, 1988). După cum am mal arătat promotorii " drojdiilor diferă 
esenţial de cei bacterieni, prin aceea că au “secvenţe activatoare și sec-. 
vente represoare dispuse inaintea secventei start a' transcrierii (UAS— 
upstream activating sequences si URS =upstream repressing 'sequences). 
iLegea proteinelor de control pozitiv la secvențele UAS duce Lo tran- 
scrierea genei respective, în timp ce legarea proteinelor de control nega- 
tiv la'secvenţele' URS blochează transcrierea. Promotorul drojdiilor mai 
contine la capătul 5” două componente negative, secvenţa TATA si un 
element iniţiator ce: cuprinde situsul start al transcrierii. Drojdiile uti- 
lizează eficient glucoza ca unică sursă de carbon prezentînd implicit si 
echipamentul genetic necesar sintezei enzimelor. glicolitice. Din acest mo- 
tiv s-a ajuns la concluzia că exprimarea unei gene heterologe va fi mult 
mai eficientă dacă gena respectivă va intra: sub controlul unui promotor 
apartinind unei gene codificatoare pentru enzimele glicolitice (alcooldehi- 
drogenazá, gliceraldeliid '3-P- dehidrogenaza). Un astfel de vector de 
exprimare, vectorul PGPD-2,'a fost construit de “Bitter st colab. (1984) 
(fig.50) si cuprinde” promotórul ;genei ` pentru 'gliceroaldehid-3- -fosfat- 
dehidrogenază (GPD) inserat în plasmida pYE, avînd deci markeri de se- 
lecţie in drojdii si în E. coli, sisteme de amplificare și menținere in celulă . 
conferite. de plasmida 2 um. Suplimentar acest vector cuprinde, şi seg- 
mentul 3' al genei PGK (P-glicerat-kinază), cu rol in terminarea tran- 
scrierii si poliadenilare. Între promotorul genei GPD si semnalul. de ter- 
minàre a transcrierii este plasat un situs. unic pentru endonucleaza de 
restricție Bam H1, în care pot fi clonate genele pta ti sd X 


Pst! Hr 


3d 
Gell BIAN 


Po 
Fig. 49. Vectorul „Shùttle“ r . Fig. 50. Vectorul de exprimare 
(Bitter, 1989). — "pGPD-2 (Bitter, 1987). 


Utilizind acest sistem promotor, GDB,. au „fost clonate numeroase 
gene (tabel 22), obtinindu-se o traducere eficientă și un procent de pro- 
teină heterologá de 2—-50/, din-.totalul proteinelor celulare. În anumite 
situaţii promotorii GDP nu sint eficienţi, în special în cazul proteinelor 
toxice pentru, drojdii de tipul . interferonului y uman, rezultind cantități 
mici de proteină. Tulpinile de drojdii ce: produc interferon A purtînd vec- 
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“Tabelul 22 
"Gene ce codifică produse de importanță medicală clonate în drojdii 
| Hitzeman. si colab., 1981 


Gena pentru interferon leucocitar alfa 
PW "oi pef J^ Mie e Gë a Bitter si colab:, 19084 


Gena pentru interferon leucocitar gamma Goeddel şi 'colab., 1981 . 
NUT ' sioria dharti „| Fieschko şi. colab., 1986 
"Gena pentru interferon fibroblastic beta `. | Goedel st: colab., 1981 
Gena pentru. factorul de eliberare al: hormonului: = Barr și colab., 1983 deis 
de creștere uman .... Xon : |. Green si colab., 1986; . 
Gena pentru antigenul de suprafaţă al "virusului 
hepatitei B: L STII 
| Brake si colab., 1984 
| Birghtwell, 1985 i 
Brown, 1986 
'Shuster,: 1985 :. 


Valenzuela, 1982, 1984, 1985 
Karin, 1985 t ^ pi! 


Gena: pentru. factorul epidermal de crestere 


Gena pentru alfa 1 antitripsină; Bart şi colab.,.1984; 
Show si colab., 1985 


Gena pentru interleukina 3 
E: LA Miyajima, 1985: 


ibd aire Mengt — cami das unen em chr RH "ez. AA Sa ei a i 
Gena pentru factorul: de creştere insulin-like Mulenbach și: colab., 1986. 
! Müllenbach, 1985 ` 


Gena pentru peptidul III activator al țesutului con- : 
rg LM Lassuk, 1986 


uetiv ©- c 


eege 


Gena pentru proinsulină | P R | Cousens, 1986 


Gena pentru insulină Thim, 1986 ' 


Gena pentru superoxiddismutază Bishop, 1987 8 SACH 
Gena pentru peptidul natriuretic atrial | Viassuk, 1986 


e a A oc M inse E 


tori cu promotori GDP prezintă rate scăzute de creştere și o instabilitate 
plasmidialà' deosebită -(Fieschko' şi colab., 1986). Din acest motiv s-a re- 
nuntat la promotorii GDP constitutivi (oe induc :nivele constitutive de 
enzime glicolitice), construindu-se promotori hibrizi, prin insertia în pro- 
motorul GDP a secventei activatoare-a'genei GHL10 (UASG; reglaj induc- 
tibil), aceşti promotori avînd activitate! reglabilă în funcţie de sursă de 
carbon utilizată (Bitter şi Egan, 1988). Aceşti promotori hibrizi sînt foarte 
activi în cazul în care celulele sînt crescute pe medii cu galactoză; Nive- 
lul exprimării promotorilor este. de 1 000—2 000 de ori mai mic în cazul 
creşterii pe glucoză si se înregistrează o inducţie parţială in. cazul incu- 
„bării celulelor in medii cu glucoză și galactoză. Acest ultim fenomen 
"este datorat represiei catalitice (glucoză) mediată de segmentul: ADN UASG 
in promotorii. hibrizi. În scopul producerii interferonului y: (gena IFN) 
s-a utilizat un astfel de vector hibrid în care s-a clonat gena IFNy. Celu- 
lele.de ‘drojdie transformate au fost inițial crescute pe medii cu glucoză 


pentru obținerea unei densități celulare mari, timp în care nivelul de ex- 
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primare'a genei IFNy este foarte scăzut şi deci înlăturat eventualul efect 
toxic al interferonului asupra, celulelor de drojdie. După atingerea. unui 
nivel celular maxim a fost indusă exprimarea genei IFNy cu. galactoză, 
ajungîndu- -sẹ la o productivitate de 2 g interferon per litru de mediu 
(Bitter, 1988). Din cele arătate se poate conchide că si proteinele; toxice 
pentru drojdii pot fi sintetizate la nivele: corespunzătoare dacă. se utili- 
zează aceste: sisteme de expresie genică reglată. Un sistem de: reglare ase- 
mănător celui prezentat anterior este cel al promotorului genei, pentru 
alcoolhidrogenazá (ADR2) care este inactiv la, concentraţii mari de glu- 
coză şi foarte -activ la concentraţii scăzute, Promotorul ADR2-reprezintă 
un sistem optim pentru exprimarea: genelor heterologe după: ce creșterea 
celulară 's-a încheiat și. concentraţia de glucoză a scăzut. Acest sistem de 
reglare a fost utilizat în sinteza factorului de creștere epidermal (EGF; 
Shuster, 1985; Brown si colab., 1986). Acest hormon uman prezintá un po- 
tential terápeutic deosebit, fiind utilizat în regenerarea ţesuturilor trau- 
matizate. EGF, obţinut „prin manipularea genetică: a drojdiilor, prezintă 
„o structură identică, „cu. hormonul izolat din celule umane si este utilizat 
în prezent cu succes în numeroase centre de chirurgie plastică. 

.. Un alt sistem de reglare este cel al genelor CUPI. Gena CUPL, izo- 
iată de Welch, Fogel şi Kan in 1982, codifică o proteină chelatoare à 
ionilor de cupru a cărui. transcriere este indusă de prezenţa cuprului. în 
mediul de cultură. Gena: plasată pe cromozomul VIII prezintă un puternic 
potenţial de amplificare, în functie de concentraţia ionilor de cupru. 

"Valenzuela și: colab.. (1983) au "fuzionat regiunea. 5, cuprinzînd. sec- 
venta promotoare. a.genei CUP] cu gena antigenului. de suprafaţă, al vi- 
rusului hepatitei: PB (HBsAg), sinteza antigenului în celula de drojdie 
fiind dependentă de concentraţia ionilor de cupru din mediu. Acest anti- 
gen injectat. la cimpânzei Je conferă. protecţie totală împotriva virusului, 
preconizindu-se -utilizarea 'sa ca prim vaccin uman obţinut prin tehnolo- 
gia ADN recombinant (McAlter si colab., 1984; Valenzuela, 1987). 

..Clonarea genelor heterologe in celula drojdie în vederea: obținerii 
unor substanţe biologic active pune și problema eliberării acestor, produși 
în mediul de cultură. În mod normal, drojdiile: secretă în mediul extern 
un procent scăzut de proteine (mai puțin de 5%/) şi, astfel, o proteină he- 
terologă ce urmează un sistem eficient, de eliberare poate prezenta. un grad 
mare de puritate. De: asemenea, procesul. de eliberare a peptidelor. de ort- 
gine. mamaliană a beneficiat de similitudinea proceselor secretorii si la.ma- 
mifere: (Novick şi; colab., 1981). Astfel, . procesele:.de. prelucrare Si elibe- 
rare, a proteinelor heterologe în: celulele de drojdie.se desfășoară în, mod 
asemănător; celor. din celula, mamalianá:: Codonul start al traducerii :este 
tot AUG: pentru: ‘aminoacidul: metioniná; este prezentă: o aminopeptidază 
care asigură înlăturarea metioninei N- terminale cînd; este cazul; se. reali- 
zează, de asemenea, clivarea iți Jungi în, produşi. mai, scurți 
activi, precum si glicozilarea, lor. 

Citoplasma celulelor este în. general un mediu, reducător. Şi ca atare 


majoritatea. proteinelor contin punti: disulfidice. Si proteinele străine după 
© exprimare directă pot prezenta astfel.de legături, fapt constatat în spe- 
cial in. cazul :clonárii în E. coli, cînd. peptidele: heterologe formează agre- 
gate: insolubile. Aceşti’ produși necesită . o prelucrare ulterioară in vitro 
după o: schemă. de reducere şi Eer în scopul obţinerii 
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cónformatiei: corecte. Drojdiile, asemănător celorlalte . eucariote, prezintă 
în reticulul endoplasmic proteina disulfid-izomeraza, cáre: asigurá forma- 
rea unor legături disulfhidice corecte. în proteinele secretate (Freeman; 
1984) cu păstrarea conformatiei biologice native. Ja. veil. 
.- Eliberarea proteinelor străine din drojdii a fost dirijată cu ajutorul. 
unor peptide: semnal diferite, unele heterologe: pentru interferonul: alfa 
umani (Hitzmansi. și colab., 1983), pentru faseolinà (Cramer si: colab., 1987), 
pentru 'alfaamilază de la griu (Rothsten și colab., 1984), de la şoarece 
(Thomsen,: 1983), altele  omoloage: pentru ;jnvertazá (Smith ai colab., 
1985), fosfatază acidă (Hinnen $i colab., 1983), toxina k1 (Skipper şi colab., 
1987) şi' pentru secvența: leader a'preprofactorului a (Bitter şi colab., 
1988). 159 dër i ; 70 dä 
Cele mai detaliate studii s-au realizat: pe secventa.leader.a factoru- 
jui a. Factorul « este un peptid format din 13 resturi de aminoacizi, eli- 
terat în mediul de cultură de :celulele haploide de tip de:imperechere o, 
avînd. drept rol. cuplarea: receptorilor: caracteristici de pe suprafaţa, celu- 
lelor;a şi ca o consecinţă. inducerea împerecherii celulare. Asemănător 
toxinei killer (produsă: de “tulpinile. S.: cerevisiae: Killer) feromonul pepti- 
dic secretat este produsul prelucrărilor posttranscriptionale: ale unui:pre- 
cursor mai mare (Kurjan:-si Herskowitz, 1982): Structura ;precursorului.a 
fost:dedusá pe baza secvenţializării ADN ` corespunzător 'genei MFul 
do factor mating 1); stabilindu-se: lungimea'sa:de 165 resturi. de amino- 
acizi (fig. 51). Precursorul: prezintă. o regiune leader: amino-terminală ur- 
mată de o secvenţă glicozilică de 60 aminoacizi cu funcţie necunoscută 
si un fragment carboxi-terminal continind patru “unităţi” repetitive ale 
peptidei mature precedată de perechi de aminoacizi bazici și de două sau 
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Fig. 51. Prelucrarea precursorilor factorului alfa si toxinei killer (Bussey. 
1988). 


trei^repetári ale :perechilor . Glu-Ala și | Asp-Ala. Cu toate. că structura 
precursorilor killer: și factor « diferă: semnificativ. în 'ceea ce priveşte to- 
pologia gi:stoichiometria proteinelor sécretate, la nivelul proceselor: de 
prelucrare -proteolitică, ambele manifestă trăsătura specifică eucariotelor 
de: clivaj:la nivelul-aminoacizilor. bazici. În .cazul. precursorului killer cu 
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structura .peptide leader-Pro-Arg-a-Arg-Arg-*-Lys-Arg-B;- subunitățile de 
toxiná.sint flancate de resturi de aminoacizi bazici. In: mod similar pe- 
vechi de aminoacizi dibazici flanchează unităţile repetitive: ale factoru- 
lui oe matur (fig. 51). Prelucrarea: factorului a este realizată Sub acţiunea 
„a trei proteaze. O endoproteinază Lys-Arg, produsul genei JCEX2, exci- 
zează unitățile repetitive din precursor (Iulius şi. colab., 1983). O-carboxi- 
peptidază, produsul genei KEX1 (Dmochowska. şi: colab., 1987), înlătură 
reziduurile Lys-Arg de'la capătul C-terminal al primelor trei peptide ex- 
cizate. În: final produsul genei STE13, dipeptid-aminopeptidaza A (Iulius 
şi colab;, 1984), înlătură dipeptidele: Glu-Ala sau! Asp-Ala de la capătul 
N-terminal al peptidelor excizate: pentru. generarea- factorului o, matur. 
Precursorul proteic initial contine deci semnalele de eliberare Si situsu- 
rile de recunoaștere pentru enzimele implicate.in prelucrarea factoru- 
lui: «. Din acest motiv, pentru eliberărea.. proteinelor heterologe, s-au. 
clonat in 'vectori de exprimare! adecvată secvenţe ADN “implicate: în. sin- 
"teza „leader“-ului: preprofactorului.«. S-au realizat; gene: hibride prin. fu- 
ziuni ale: unor 'segmente. diferite din gena MFal ce programează :secre- 
tia realizindu-se: proteine hibride. (fig: 52). Aplicind. tehnologia amintită 
anterior s-a obţinut: o eliberare eficientă a următoarelor proteine hetero- 
loge: beta-endorfina (Bitter şi colab., 1984); interferon « (Singh ai colab., 
1984), factorul. de creştere epidermal (Brake: si colab., 1984), insulina 
(Thim si colab., 1986), interleukina 2 (Miyajima şi: colab., 1985), peptidul 
natriuretic. atrial. (Vlasuk și -colab., 1986); somatostatina. (Green ai colab., 
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„Fig. 52. Structura precursorilor factorului alfa 
nativ (1) şi hibrid (2); dreptunghiuri negre = 
capete M-terminale hidrofobe; triunghiuri = si" 
tusuri pentru 'glicozilare M-linkate in pre- 
„cursor; linie frintá = peptide spatiatoare sem- 
nal de recunoaştere proteolitică; dreptunghiuri 
albe = peptidele factorului alfa. Au fost con-. 

struite două clase de gene hibride: prima in-! 
cluzind.situsuri de prelucrare pentru proteaza 
codificată. de KEX2 (lys-Arg) si proteaza co- 
dificată de STE13 (glu-Ala) si a doua clasă con- 
Unind numai secvenţe de recunoaștere pen- 
tru proteaza KEX2 (Bitter, 1988). | 


1986), peptidul III de activare a țesutului conjunctiv (Vlasuk si colab., 
1986). S-a dovedit că proteinele -eliberate. în. acest:mod prezentau o .topo- 
. logie;corectá a. legăturilor: disulfidice, sînt glicozilate. și au capete N-ter- 
. minale identice cu cele ale proteinelor native. . l 
Analiza exprimării genelor heterologe în celula de drojdie a demon- 
strat faptul că eficienţa transformării mu - depinde numai de vectorul clo- 
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nat, dar si de tulpina de drojdii (Valenzuela, 1987). In acest sens s-au 
dezvoltat, sisteme, de transformare genetică, pe o. gamă largă de tulpini de 
drojdii. Deosebit de importante s-au dovedit tulpinile industriale care 
<resc de cîteva ori mai viguros, dar din păcate în cea mai mare parte nu 
sint caracterizate genetic. Clonarea genelor de interes în tulpini indus- 
triale prezintă un:dublu avantaj. Drojdia gazdă poate fi utilizată în pro- 
cesul industrial caracteristic (de exemplu, producere de etanol),.dar.si in 
producerea într-o. cantitate. însemnată a unei proteine heterologe, de 
exemplu. superoxid dismutază (SOD) sau albumină serică. . w w or, 

: Bishop (1987) a construit un vector replicativ in care a asamblat gena 
CUP] (rezistentă la cupru), gena TUN (rezistentă la tunicanamicinà) şi 
gena SOD (superoxiddismutaza umană), aflată sub controlul promotorului 
GDP (promotorul, genei pentru gliceraldehid 3-P-dehidrogenază). Clona- 
rea ulterioară a vectorului: în tulpina industrială Fleischman a permis 
menţinerea sa stabilă, o bună exprimare a genei SOD, proteina repre- 
zentind 109/, din totalul proteinelor. celulare. .. Pa cu. e" 

„De asemenea, Bishop si colab.: (1987),-au construit vectori integra- 
tivi care conferă stabilitate mare genei clonate şi îi permite amplificarea 
sub formă integrată. Vectorul cuprindea o genă omoloagă unei. gene cro- 
mozomale de drojdii, care :permitea integrarea prin crossing-overe-inegale, 
gena: CUP1 și gena SOD: cuplată -unui promotor adecvat. Experimentele 
de clonare a genei SOD prezintă o importanță deosebită tinind cont de 
rolul superoxiddismutazei în atmosferă, a speciilor active de oxigen (in- 

lăturarea radicalilor liberi). Proteina produsă de drojdii poate fi astfel . 
deosebit de utilă în tratamentul unor maladii diverse: infarct miocardic, 
congestii cerebrale, artrită, transplantului de organe etc. — . 

Manipularea genetică a “drojdiilor” industriale are şi o altă “direcţie 
majoră de aplicabilitate și anume transformarea programată a tulpinilor 
de drojdii de bere, vin, alcool, panificaţie, în scopul ameliorării. proprie- 
tátilor lor fermentative. În acest sens, s-a realizat clonarea in tulpinile 
conventionale:de bere a unor gene de interes. industrial (tabelul 23)..O 

realizare importantă a. constat în. introducerea în celulele de drojdie a 
genei de la Bacillus subtilis codificatoare , pentru, B-1-3-1-4-glucanază 
(Cantwell si. colab., 1983), enzimă cu acţiunea primară asupra p-glucanilor 
din mustul de malt. Excesul de P-glucan în bere prezintă un efect negativ 
asupra procesului” de'filtrare, determinind formarea gelurilor $i precipi- 
tatelor. Gena pentru 8-1-3-1-4-glucanazá a fost izolată dintr-o bancă de 
gene apartinind tulpinii B.subtilis C120. Gena a fost ulterior introdusă 
în vectorul X L47.1 în situsul EcoRI. Etapa următoare a constat în trans- 
ductia unei tulpini de E. coli sensibilă la fag cu fagii recombinanti si 
screening-ul ulterior al coloniilor cu activitate glucoamilazică de pe plăci 
cu agar şi roșu: de Congo. Fragmentul ADN initial care a fost izolat avea 
o lungime de 4 kpb, iar ulterior în urma subelonărilor a fost redus la un 
fragment de '1,6 kpb EcoRI-Pvul. Insertia acestui fragment într-un vector 
shuttle si clonarea vectorului în tulpina S. cerevisiae 2490-6d nu a dus la 
obtinerea unor nivele enzimatice detectabile. Secventializarea ADN a re- 
levat prezenţa unui terminator transcriptional plasat înaintea genei pentru 
- £-glucanazá (Murphy 'si-colab., 1984), iar în cazul în care secvenţa termi- 
nátoare este îndepărtată prin digestie cu BAL31 şi. se introducea ca ele- 
ment de control:promotorul genei pentru îzo-l-citocrom-c,. se obținea ex- 
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d Tabelul 23 
Aplicații practice ale transformării drojdiilor de bere cu plasmide recombinate » 


e Tulpina de. ` eoe H 
TRE Markerul TI EE LI Aplicabilitatea' |: IPARD 
Gena | . selectabil |. Ha Ke '| in producție PE iS 
S. cerevisiae K1, | Imunitate | S. cerevisiae ` Drojdii anticon- | Bussey si 
gena pentru “la toxina | "»"NCYC1245 taminante ."Meaden, 
“imunitate la „killer: > Hue DI Miu 1985: .. 
.toxiná Sa RH 4 xt 
S. cerevisiae, | G418r „Drojdii | „| Creşterea tole- |. Loison si 
gena pentru! [^ e - plager“: rantéi la eta- | colab., 1984 


acetoacetil Co 


Dol, îmbunătă- 
A tiolaza 


tirea fermenta- 


(ERG10) ,tiei 
S..-diastaticus, HDUPI- S. cerevisiae | “Producerea uriei |.:Meaden si 
„genă pentru NCYC1324 1 bert ci mai | - Tubb, 1985 
amiloglicozi- „puţini carbo- 
lază (DEX) hidraţi . ` 
B. subtilis endo- | CUPI S. cerevisiae “Îmbunătăţirea . |: Cantwell si: 
c B-l-3-1-4-glu- |: HCH | fitrárir colab., 1985 .:. 
canază Lë cerevisiae. : 
| "$804A | 
S. cerevisiae 
'"-NCYC240- 


drojdii plager“ : 


EU 


primarea genei in tulpinile haploide, de S. cerevisiae (Cantwell si colab., 
1986). Expresia genei pentru f-glucanază este represibilă prin glucoză si 
„astfel s-au obținut cantităţi scăzute de enzimă. Procentul g-glucanazei 
a fost crescut însă prin introducerea fragmentului genei obţinut după di- 
gestia cu BAL31 într-un yéctor de exprimare pAAH5, care are ca element 
de control promotorul ADNI (alcooldehidrogenază), obtinindu-se în final 
vectorul pJG205). | | P dcs 

i: Transferul genei la,tulpinile de. drojdie. industriale a necesitat con-. 
struirea unui; vector ce contine un marker dominant ce permite expri- 


ALIE. Fig. 53. Vectorul pJG305 
AIH terminator — (Cantwell si McConnell, 1987). 


marea vectorului in celule poliploide. În acest sens o singură copie a genei 
CUPL de Ia 5 cerevisiae: a. fost izolată pe fragmentul Xbal de 1,95 kpb 
din plasmida pET13.1 şi inserat în situsul unic'Xbal. al vectorului pJG205 
pentru a genera vectorul pJG2051 (fig. 53). Plasmida pJG2051:a fost ul- 
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terior clonatá în două tulpini: de drojdii de bere utilizind ca marker de 
selecţie rezistenţa la 'cupru.: Ambele tulpini au exprimat: gena de drojdie, 
dar din supernatantele. de cultură au fost detectate nivele: scăzute. de 
enzimă.: : ER P Var! ji 
O altă realizare înregistrată în domeniul drojdiilor de bere estă:elo- 
` narea "genelor DEX (pentru. «-1-4-glücozidazá sau 'glucoaniilază "de la 
5.diastaticus) în vederea obținerii unei beri::cu o cantitate crescută de 
etanol prin reducerea lanțurilor: de dextrină din mustul de malț. Experi- 
mentele de clonare'a genei. DEX1 prezintă imiportarità si în studiul capa- 
citátii 'drojdiilor de a secreta produșii. proteici. Secvenţializarea genei 
DEXI1 a relevat 'că amiloglucozidaza este 'sintetizată sub o-formá precur- 
soare mai lungă cu'o secvență semnal de 21 aminoacizi la capătul N-ter- 
minal care directioneazá eliminarea proteinei (Shuster, 1985). t SI 
O altă trăsătură. interesantă a amiloglucozidazei codificată de gena 
 DEX1 este faptul că o treime din secvența: de aminoacizi este bogată în 
treonină. Aceste secvenţe sint regiuni tipice: pentru  glicozilare (Fogel și 
Welch, 1982) şi 'este important: de: știut care este" importanţa acestei 
caracteristici în secreția și stabilitatea: enzimei saù in afinitătea pentru 
substrat. ur d 
.. In tulpinile “care prezintă: gena DEST cromozomală, ` o importantă 
deosebire o are şi gena CDX1 responsabilă. de reglarea producţiei extra- 
celulare a amiloglucozidazei (Karin si colab., 1984). În tulpinile Cdx* eni- 
zima este secretată în mediu în condiţii de creştere pe glucoză, în timp ce 
în cazul tulpinilor cdx- se constată o secreție a amiloglicozidazei în. con- 
ditii staţionare, cînd creșterea celulară încetează. În tulpinile CDX1 en- 
zima este initial asociată cu peretele celülar/spatiul periplasmatic înainte 
| de eliminarea. extracelulară. În cazul elonării. unor “vectori: plasmidiali 
amplificati, atît transformantii .CDXI cit et cdx1 „manifestă 'fenotipul 
Cdr-, fenomen a cărei viitoare clarificare va aduce o lumină nouă în 
problema secreției proteinelor; prin perétele celular în mediul extracelular. 


2.5.22, CLONAREA, ȘI, EXPRIMAREA GENELOR HETEROLOGE. 
ÎN DROJDHLE METILOTROFE 


d | Za - : 

Clonarea genelor heterologe în specia Saccharomyces cerevisiae a per- 
mis: exprimarea. lor; eficientă și producerea .unor proteine .heterologe, dar 
numai la nivel de laborator. Unul dintre dezavantajele acestui sistem test 
de manipulare genetică constă în utilizarea unor. promotori eu capacități 
de reglare relativ slabe.si ca-o consecinţă necesitatea introducerii în celula 
gazdă a unor vectori cu. înalt potential de amplificare. În fermentatoarele 
. de capacitate mare, ce permit atingerea unor densități celulare :deosebite, 
selecția, segregarea si: menţinerea într-un anumit număr de copii.a plas- 
midei, reprezintă o problemă de nerezolvat. | TEE SE: 

“Din aceste motive, în scopul „producerii proteinelor heterologe la 
nivel "industrial, atenția cercetătorilor s-a îndreptat. spre un alt grup 
de drojdii — drojdiile metilotrofe. Aceste drojdii, cu capacitatea unică: de 
a. metaboliza metanolul, reprezintă, „a doua generaţie“ de sisteme- de clo- 
nare la drojdii. ` ` | xi Co A | | 
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Transformarea genetică a" drojdiilor metilotrofe a fost raportatà la 
Pichia pastoris (Cregg şi Maden, 1988; Digan si 'colab.,:1988):si la Han- 
senula polymorpha  (Glesson şi colab., 1986; Roggenkamp şi 'colab.,.1986; 
''ikhomirova si colab., 1986). Clonarea genelor heterologe în aceste drojdit 
prezintă avantajul existenței unui, promotor cu 0 capacitate. reglatoare 
_ deosebită, promotorul. genei codificatoare pentru alcooloxidază (A0X1), ` 

care permite obținerea unei cantităţi mari de proteină străină, 'avînd în 
vedere; că în timpul. creşterii: pe metanol, alcooloxidaza atinge procentul 
de 35% din. totalul :proteinelor celulare. De asemenea, în aceste drojdii 
nu se produce, hiperglicozilarea proteinelor heterologe, ca în cazul clonárii 
„în S. cerevisiae, o trăsătură dezavantajoasá pentru produsele de uz.medical 
injectabile. Un alt avantaj constă în faptul cá drojdiile metilotrofe se dez- 
voltă pe medii minimale ieftine, suplimentate numai: cu urme. de ele- 
mente, săruri, metanol si biotină. i 


Sistemele de transformare: pentru- P. pastoris și H. polymorpha- sint 
“similare, cu. cele de la S. cerevisiae. Folosind aceeași strategie s-au obținut 
mutante la droj diile. metilotrofe corespunzătoare mutantelor: auxotrofe. de 
la S. cerevisiae, care pot fi-complementate fie de vectori ce includ gene de 
la Saccharomyces, fie de secvenţe omoloage. Replicarea vectorului este asi- 
gurată fie de secvenţa ARS de la. S. cerevisiae, fie de secvenţa ARS omo- 
loagă rezultată din drojdiile metilotrofe, urmînd modelul. experimental 
utilizat de Stinchcomb şi colab; (1980) la S- cerevisiae.. 


- Cregg şi colab. (1985) au izolat la. P. pastoris mutantele defective în 
histidinoldehidrogenaza — enzimă defectivă în cazul mutantelor his4 de 
Ja. S. cerevisiae.. Gena corespunzătoare: de la: Pichia a. fost, izolată prin 
` complementarea mutantelor. bied de la. S. cerevisiae- cu genele: clonate in 

vectorul Y Ep13 (bancă. de gene; vectorul YEp13 include gena LEU2). 
”. Plasmidele utilizate. de Cregg şi colaboratorii săi şi proprietăţile lor sint 
incluse în tabelul 24. . | T 
„;Fragimentele ADN apartinind 'celulelor: S. cerevisiae în gena LEU2 
„a vectorului YEp13 (pY.A4) sau in secvența HIS4 (PY A2) prezintă activi- 
. tate ARS in Pichia (dar nu au activitate ARS in Saccharomyces). Secven- 

tele ARS de la Pichia au fost izolate din băncile de gene de la Pichia cu 
un vector derivat din pYJ8. Astfel, au fost separate şi analizate două re- 
giuni de acest tip PARS1 (pY A63) si PARS2. Desi sint similare secvente- 
lor ARS de:la S.cerevisiae nu funcţionează in acest microorganism. 
„ Sistemele de” tratisformare -dezvoltate Ja H. polymorpha sînt incluse 
în tabelul 25: Roggenkamp si-colab. (1984) au izolat două secvenţe ARS 
(HARSI si HARSII) din fragmente cromozomale de là Hansenula. 'O ob- 
servatie interesantă este aceea că plasmidele YEp13 linearizate cu Bam H1 
care taie în afara genei LEU2, crese uşor frecvenţa de “transformare, se 
recircularizeazá „in vivo“ și se menţin în stare autonomă. În schimb, di- 
gestia cu'Xhol, care'taie în interiorul secventei LEU2, blochează complet 
procesul de transformare (Gleeson și:colab., 1986). | 

Exprimarea genelor: heterologe în. drojdiile metilotrofe pe baza pro- 

"motorului pentru alcooloxidază a presupus într-o primă etapă stabilirea 

potenţialului acestui promotor prin clonarea genei structurate și a secven- 
„telor reglatoare flancate: S-au înregistrat ‘succese importante atît cu gena 
pentru alcooloxidază (AOX sau MOX) cit și cu gena pentru dihidroxia- 
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Tabelul 24 


Plasmide utilizate de Cregg şi colab. (1980) pentru transformarea 
“tulpinii P. pastoris GS 115 (his 4) | 3 


` Frecvența | E BE 


LET Coüsthulfeá "de-trans- : Trăsăturile plasmidei , 
Plasmidi| vectorului : ` formare „in vivo“ | EN 
| (gg ADN)* AB 


pYA4 - | YEp13--P.p HIS4 9,72x10*-| Replicare autonomă | -YEp13LEU2** 
n | instabilă pentru 10 4 
„generaţii de la inte- 
grare 
pYA2 . | pBR3254-S.c. HIS4 16x10* | Replicare autonomă | S.c.HIS4*** 
| „instabilă pentru ` 50. | .—. - 
generatii | 
»YJ28 | pYA2+Pp HIS4 ^ |: 12x10* | Integrare după | Sc.HIS4**** 
m Uu m N i 10 generaţii * 
vam | PpHIS4+pBR325 ^ | 50x10! | Integrată: - EAR 
pY AE. pYJ8--I fragmentul 2 1x10) -Replicare autonomă - | PARS1 
i “Taql cromozomal i instabilă peste 
DO generaţii 
nYA90 | pJ18--fragmentul 15x10» | Replicare autonomă. | PARS2 


instabilá peste 
90 generaţii . 


cromozomal Tool 


Se.=$. cerevisiae; P.p.=P. pastoris. 
-* Numărul de transformanti pgADN-!. iw g h 

en Activitatea ARS nu a fost preluată de la plasmida 2 pm ci:din însăși sec- 
venta LEU2. l 


,*** Fragmentul PstI de 9,4 kpb.continind două ARS: o secventá ARS slabá in 


gena-HIS4 si una puternică in secvențele flancante. — 

(^ **** Activitatea ARS HIS4 sé deduce din creşterea frecvenţei de transformarea 
pYJ28 comparativ cu pY S8. şi din constatarea cá replicarea-este autonomă pe tim- 
pul primelor. 10 :generaţii. ; : | | t 


ceton sintetază (DAS) de la H: polymorpha- (Janowicz si colab., 1985; Le- 
derberg si-colab., 1985)-şi P.-pastoris (Ellissi si colab., 1985). Ambii, pro- 
motori, MOX sau DAS, pot fi utilizati pentru dirijarea sintezei proteinelor 
heterologe la nivele înalte. 
= “Tschopp si colab. (1987) au construit vectori. integrativi ce continuau 
genă. lacZ (pentru g-galactozidazá de la E.coli) si unul dintre promotori 
AOX sau DAS, utilizaţi ulterior în transformarea celulelor de P. pastoris. 
Vectorii aveau “capacitatea de integrare în ADN cromozomal la nivelul 
genei -His4. Sub influenţa promotorului AOX activitatea -galactozidazei 
creşte de la 0 la 17 u/mg proteină după depresia produsă de glucoză (glu- 
cose derepression), iar prin metanol. determină o creştere de 5—13X 
X10? U/mg proteină. Simultan creşte şi cantitatea de alcooloxidază. 
Un astfel de vector integrativ a fost folosit în cazul clonării genelor 
pentru antigenul de suprafaţă al virusului hepatitei: B (Cregg si colab., 
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sob. $ | ;Tabelul.26 
: “Gene clonate în drojdii metilotrofe (Pichia pastoris)! în “vederea obţinerii 
i unor ‘cantități sporite de proteine heterologe: fi 


á ] E A E ` ^ c. E * dme. 


o ix “Cantitatea. L A 
Gena clonatá produsului „Autorii E] 
LacZ. (pentru beta-galactozidază) |-17 U/mg proteină - |, Tschopp şi colab., 
| | | M ët | ML LAM, ele, 21987. MM at 
Gena pentru antigenul de suprafaţă al | 3—4% din totalul , || Crégg şi colab., 1987 
“virusului hepatitei B ` Xo -proteinelor celulare |^ = . i 
Genă pentru factorul necrozânt tumo-:| 6—10 g/l mediu Sreekrishna și 
ral d , ` y Asta aat: |: -colab., 1988; . : 
Gena pentru streptokinază A | Hagenson si. colab., 
s de x t sis dE Du: Je 19889. i 
Gena pentru lizozim din 'stomac bovin | 200—250 mg/l | Digan Si colab., 
e OH mediu ` < dek "CEA 
Gena pentru invertaza de la >| 2—3 g/l mediu :Digan şi colab;, 
" "b 1988 , 


S. cerevisiae A 


Met. Glu Asp, 


` TICGAAACGAGGAATTCATGGAC AAC ^, "Perl 
© AAGCTTTGCTCCTTAAGTACCICTTC + , 
Aen a HERE ci i (5 Balls 
cho as Rn el ONE, oc Bgll 
ofi . pBSAG5I gll 
EcoRI Fos kb 


TÀCATTTAAGGCCT ./' 
ATGTĂAATTCCSGA,! i 
Stul Stul 


^ 


SOL 


Fig. '54. Construirea vectorului de exprimare a antigenului 
"de suprafață si a virusului hepatitei B pentru clonarea lui 
| “în Pichia pastoris (Cregg si colab., 1987).. 


e 


1987; tâbelul 26). A fost construită oʻ casetă conținînd gena structurală 


HBsAg inclusă între promotorul pentru alcooloxidază. și terminatorul: ge: 


nei şi gena HIS4 (fig. 54). Caseta linearizată a fost introdusă în locusul 
genei: AOX1 cromozomale ce este îndepărtată prin deletie, asigurind astfel 


189 


` 


stabilitate vectorului. P. pastoris prezintă şi o a doua genă AOX (AOX2) 
care. este insá.o sursă mai . puţin: eficientà de alcooloxidazà (Cregg şi- 
Madden, 1988); totusi se sintetizeazá destulă alcooloxidază ce permite o 
creştere înceată. pe. metanol. Nivelul proteinei HBsAg este aproape nede- 
tectabil in timpul cresterii pe glicerol si ajunge la 3—4% proteină solu- 
bilă după aditia metanolului. Produsul. nesecretat este neglicozilat si este 
asemănător cu cel izolat din serul uman. Un interes particular îl prezintă 
proporția: însemnată de monomeri. cară se asamblează spontan în parti- 
cule de 22 nm, necesare pentru înducerea răspunsului, imun. Procesul de 
sinteză a fost trecut la scară industrială şi s-au obţinut de;la 240 1 cultură 
(două stadii. batch de cultură) 90. g. produs, cantitate: suficientă. pentru 
nouă milioane doze vaccin. Utilizarea gazdei P. pastoris a permis clonarea 
unui număr însemnat de gene heterologe (tabelul 280p» CH 

Din cele prezentate se poate conchide cá Pichia si Hansenula repre- 
zintá modele experimentale excelente pentru tehnologia ADN recombinant 
Si faptul cà manipularea lor geneticá permite pyra puren proteinelor he- 
terologe la scară industrială. 


2.5.3; FUZIUNEA DE PROTOPLASTI 


Dupá ce Eddy si Williamsori (1957) au pus la punct o tehnicá diants 
de preparare enzimatică a protoplastilor- de Saccharomyces carlsbergensis 
cu suc digestiv de Helix pomatia şi Kao şi Michayluk (1974) au descoperit 
si folosit ca agent de fuziune polietilenglicolul (PEG), au fost impulsionate . 
și cercetările din domeniul. fuziunii” protoplaştilor de drojdii în scopul ob- 
tinerii unor hibrizi intra-, inter specifici si intergenerici. Această tehnologie 
se bucură de un interes deosebit în special în ameliorarea drojdiilor in- 
dustriale. Ameliorarea ; ,drojdiilor utilizate in industria fermentativá pre- 
supune cunoașterea si definirea celor mai importante caracteristici ale 
acestor microorganisme si anume; „utilizarea zaharurilor, producerea si 
toleranța față de alcool, producerea aromelor si a compuşilor flavonoizi, 

capacitatea de floculare, rata de: fermentație, stabilitatea genetică. Astfei, 
principalele proprietăţi urmărite. în construirea unei noi tulpini de drojdie 
sînt capacitatea de realizare a unei fermentaţii superioare la temperaturi. 
joase si ridicate, producerea unui vin sau a unei beri de bună calitate, 
tolerarea unor concentraţii mari de alcool si zahăr (tulpini alcool-rezis- 
tente şi osmotolerante) şi, în sfîrșit, capacitatea de floculare. Proprietatea 
denumită floculare, care. presupune: asocierea celulelor dispersate pentru 
a forma agregate celulare ce sedimentează rapid, este una dintre cele mai: 
importante trăsături ale drojdiilor de bere şi de vin (Stewart si Russell, 

1981; Johnston si Reader, 1983; Maraz si Rezessy-Szabo, 1988). 

Deoarece. frecvența protoplaștilor fuzionati este relativ scăzută, s-a 
pus problema aplicării unor metode specifice de selecţie care presupun: 

— utilizarea „unor tulpini. marcate genetic. cu markeri nucleari: de 
auxotrofie sau mitocondriali, de. rezistenţă. la antibiotice (cloramfenicol 
$i eritromicină), la metale grele (nichel, cadmiu), ` petite sau killer (Fe- 
renczy si Maraz, 1977; Maraz si:colab., 1978; Hockney si Freeman; 1980; 
- di si-colab., 1980, 1983; Bortol şi colab., 1988); 

— inactivarea termică sau: chimică a unuia dintre parteneri. înainte 
de fuziune (Ferenczy, 1984; Kucsera şi Ferenczy, 1987); or | 
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— alegerea unei surse, de carbon asimilată numai. de. unul dintre 
parentali (Spencer, 1981). p. 5 zt EVE 
JSFuziunile intraspecifice se caracterizează prin Oobtinerea unor hibrizi 
uninucleati, homocariotici, cu o stabilitate. genetică apropiată celei 'obţi- 
nute în hibridarea sexuată, diploizi în cazul parentalilor haploizi si poli- 
ploizi în cazul parentalilor diploizi. |. — <. min: ole pm 
În fuziunile interspecifice si intergenerice se obțin însă hibrizi partiali 
ce păstrează în. întregime genomul unui parental (parental major) si o 
mică parte de la celălalt genitor (parental minor; Spencer si colab., 1985). 
Această trăsătură a hibridării somatice a fost exploatată de autori 
diversi în cazul fuziunilor- realizate între tulpini izolate din natură și 
tulpini industriale. Astfel de experimente presupun convertirea - unuia 
dintre -parteneri (de exemplu tulpina industrială Saccharomyces diasta- 
ticus) la forma petite prin tratare cu acriflavină, aceasta devenind tulpină 


` receptoare de gene de la speciile sălbatice Hansenula capsulata, Candida 


pseudotropicalis, S. montanus, S. rosei şi alte specii (Spencer Şi colab., 
1985, 1987, 1988). Analizele ulterioare au demonstrat restabilirea com- 
petentei respiratorii la toti produşii de fuziune obţinuţi, iar în cazul hi- 
bridării S. diastaticusX. H. cápsulata s-a obţinut un hibrid care sporulează. 
Sporularea a permis analiza genetică a tulpinii şi ca o consecinţă eviden- 
tierea faptului „că. adiţional restaurării funcțiilor mitocondriale segregă 
si gene nucleare din-parentalul Hansenula. Această observaţie a confirmat 
faptul cá în: timpul hibridării somatice un nucleu devine dominant jär 
majoritatea cromozomilor de la celălalt nucleu se pierd. Totuşi sînt reti- 
nute unele gene ce pot fi integrate in genomul tulpinii nou construite 
printr-un mecanism asemănător citoduetiei si transferului unui cromozom, 
tenomen observat la tulpinile ce se împerechează sexuat, în cazul în care . 


"unul dintre parteneri prezintă mutatia karl (deficiență în cariogamie) 


(Nilsson—Tillgren si colab., 1981). Nu se cunoaşte cu precizie mecanismul 
molecular.al acestui.proces, dar se presupune cá indiferent de markerii 
utilizaţi (nucleari sau mitocondriali) rezultatul este formarea unei celule 
a cărui genom aparţine in principal unui partener, incluzind şi cîteva gene 


de la celălalt partener.. Această caracteristică reprezintă un avantaj pentru 


construirea, tulpinilor de drojdii ameliorate, păstrindu-se tulpina origi- 
nală utilizată. conventional în industrie, ce prezintă suplimentar gene, noi 
de la. alte specii ce. îi conferă proprietăţi adiţionale, dorite (Spencer si 
colab., 1989). - NS, = KR, NI: phe ur H 

OO altà metodá.ce permite obţinerea unor hibrizi ce includ preferenţial 
genomul industrial de interes .constà in.inactivarea fizico-termicá sau cu 
ultraviolete. (Saddekni şi colab., 1988) sau.chimicà cu: fungicide (Kucsera 
şi Ferenczy, 1987) a unuia dintre parteneri. Inactivarea chimică se 
poate realiza cu fungicide (N-etilmaleimidă — -50 :ug/ml;. micodazol — 
10 ug/ml/30 min.) fárá a modifica structura genetică si fără a induce liza 
protoplaştilor. Aceste substanţe inhibă procese, enzimatice de bază, inac- 
tivînd ireversibil enzime de importanţă vitală. Ulterior: prin fuziune de 


-profoplagti se poate. realiza reactivarea enzimatică, prin transferul gene- 


lor codificatoare pentru enzimele funcţionale de la partenerul activ. 

— Saddekni si colab. (1988) au pus la punct şi o metodologie de .amelio- 
rare a drojdiilor de vin prin fuziune de protoplasti, combinind tehnici de 
inactivare termică: și creștere preferentialá pe o anumită sursă de carbon: 
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S-a urmărit Vin stire unor. tulpini de. drojdii eu O "Bind capacitate de 
fermentație, atît la temperaturi joase cît si înalte, ce produce um vin de 
bună calitate în. containere deschise, tolerează concentraţii mati:dé alcool 
si/zahár şi prezintă o bună capacitate de floculare. Selecţia: produșilor de 
fuziune s-a realizat in' două moduri. Într-un prim experiment: în care 's-a 

pornit de ia două pură de vinificatie s-a urmărit ca. numai: unul dintre 
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Fig. 55, Fuziunea de protoplasti:]a tul Fig.: 56. x perde fonta caracterului. „de. flocu- 

pini. de vinificatie Riga şi colab.,. lare, la drojdii de vin prin fuziune. de 
1988). i protoplaști (Saddekni, şi colab., , 1988). 


parteneri, să utilizeze galactoza, ‘protoplasti acestui genitor (galactoză 
pozitiv) fiind inactivati termic: (fig. 55). S-a realizat ulterior O selecție 
simplă pe medii cu galactoză. 

[Ín.alt tip de experiment s- à avut in: vedere: transferarea capacităţii 
de floculatie (determinată de gena flo”) de -la.o tulpină de laborator: ħa- 
ploidă auxotrofá pere de histidiná (his" )laó tulpiná de vinificatié neflocu- 
Jona (fig. 56). 

:Un alt marker utilizat în selecţia produșilor de fuziune: 'este caracterul 
killer ce determină omorírea celulelor killer sensibile şi imunitatea. tulpi- 
nilor ce prezintă această proprietate. Transferul acestui: caracter la diferite 
tulpini industriale, în special de vinificatie, este. o Ke de protecţie faţă 
de tulpini de drojdii contaminante din mediu. 

^ Bortol' st: colab. (1988) au construit on Hibrid prin fuziune intraspe- 
citică la: drojdia de panificaţie Saccharomyces cerevisiae; capabil să utili- 
opze. amidonul prezentînd suplimentar: caracterul killer. În general. rezi- 
duurile vegetale (de la; cereale sau cartofi), importante:surse: de amidon, 
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pot reprezenta un.substrat excelent pentru producerea de alcool de cátre 
drojdii, dacă sînt în prealabil tratate chimic, enzimatic (Dark si Rivas, 
1982; Spencer şi Spencer, 1983) sau supuse acţiunii unor microorganisme 
amilolitice (Figueroa. şi colab., 1985). Procesul fermentativ se poate însă ` 
realiza: si direct cu celule de drojdie modificate genetic prin transformare 
sau fuziune, imobilizate pe substraturi nesterilizate (Waehner si colab., 
1987), protejate de contaminanti prin diferite metode (Kitano si colab., 
1984). În acest scop pot fi.utilizate microorganisme imune, o soluţionare 
a problemei constînd în utilizarea unor tulpini industriale care au pri- 
mit caracterul killer (Bortol. şi colab., 1986). Borto) şi colab. (1988) au 
realizat un experiment de fuziune de protoplasti în trepte, utilizînd di- 
ferite tulpini de S. cerevisiae (tabelul 27). | | 

i so j priced Tabelul 27 
Tulpini de S: cerevisiae utilizate in experimente de 
i . fuziune de protoplasti | 

. (Bortol si colab., 1988) 


rr M 


Tulpina. 1] : Genotip. . ^" SEU E Ea 
eege 
ST A7 a STA+ argă I. Marmur 
ITATI K+: spotgaltstal—kil+ Bortol 

: Tulpiná de spo *gal*sta—-kil— Tulpiná 
panifica- ` | 42^ i indus- 

tiem A7 gp oic (n trială 


Mar dB e $ Ai" ae ine Ve mti ne E 
STA — utilizarea amidonului. 


„gal+ — utilizarea galactozei. 
~ kilt — caracter killer. ` ` 


Într-o primă etapă s-au realizat fuziuni între S. cerevisiae STA2 cu 
tulpina killer Itati convertită în prealabil la fenotipul RD (deficiență res- 
piratorie — petite; fig. 57). Dintre‘ produşii de fuziune. testati, hibridul 
denumit FB1000 prezenta caracteristicile dorite: killer, STA* Arg- spo". 


 gal*. Tulpina FB1000 a fost ulterior fuzionată cu o tulpină industrială 


de panificaţie (fig. 58), obtinindu-se un produs de fuziune . desemnat 
FB10000, capabil să utilizeze amidonul şi să producă toxină killer. 
Utilizînd procedeele anterioare, diversi cercetători au pus la punct 
modele de fuziune variate; avînd drept principal scop ameliorarea droj- 
diilor de fermentație alcoolică. Astfel, Taya şi colab. (1984) au realizat 
fuziuni intergenerice între Kluyveromyces lactis si S. cerevisiae, în scopul 
obținerii unor tulpini capabile de a converti direct lactoza la etanol fără 
hidroliza prealabilă a dizaharidului. De asemenea, s-au obţinut tulpini 
capabile să 'hidrolizeze amidonul (fuziuni S. diastaticus şi H. capsulata) 
(Spencer şi colab., 1987) precum şi tulpini cu capacitatea de a fermenta 
soluţii concentrate de zaharuri (fuziuni între S. cerevisiae sau S. diasta- 


ticus și Zygosaccharomjces sp.; Legmann şi Margalith, 1983). 


'.. Perspectivele oferite de fuziunea de protoplaști a drojdiilor de fer- 
mentatie alcoolică constau în construirea unor tulpini capabile de a con- 
verti xiloza sau alte pentoze la etanol (fuziuni între S. cerevisiae si Pachy- 
solen tannophilus, Candida shehatae si Pichia stipitis de a utiliza hidro- 
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S.cerevisiae ^ ltoti K* 


Bromurà de 
' etidiu ` 
: [tatı K *RD ^ S cerevisiae sta 2 
Pata Fuziune de protoplaşti Barm 
Regenerare în MM-gly - | Regenerare în OSY Dex 


*06M HCL: . „ selectte în YEP-gl y 


56 hibrizi, ` 478 hibrizi 


prototrofi 


3 hibrizi 
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sta ^ killer 
prototrofi*. | spo 
spo variabili -prototrofi 
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killer * 
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hibrid . . 
FB 1000 ! 
Fig. 57. Caracterizarea pariendi de fuziune si a: 


LAM. ITATI K+ x Sta2 (Bortol şi colab., 
e 1988). 


S. cerevisiae (drojdie de panificaţie), | Fi 


Bromură de ` ` AS CE Ty 
etidiu o? 
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T hibad | 
RC 
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prototr ofie 
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' prototrofic 


FB 10000 . 


Fig. 58. Caracterizarea produsilor de fuziune. si a recombi- i 
nantilor (drojdie de panificație x-hibrid FB1000): (Bortol şi. 


colab., 1988). 


carburi şi/sau metanol (fuziuni cu P. pastoris si Hansenula polymorpha) 
sau a hidroliza inulina şi pectinele (fuziunile între S. cerevisiae sau 
C. utilis cu Rhodotorula sp.) (Spencer si colab., 1987). i | 


. Fuziunea de protoplasti s-a-dovedit o tehnologie utilă si in cazul ame- 
liorării drojdiilor de sinteză proteică. Drojdiile convenţionale. de. sinteză 
proteică sînt în general. drojdii imperfecte, care nu. prezintă în marea lor 
majoritate sexualitate si, astfel, investigaţiile genetice se bazează numai pe 
analiza ciclului parasexuat. Acest ciclu include atît formarea de hibrizi pe 
cale asexuată (heterocarioză, cariogamie), cît şi segregarea mitotică (cros- 
sing-over, nondisjunctie mitoticá, haploidizare). Spre deosebire de ciuper- 
cile filamentoăse, drojdiile imperfecte nu prezintá hibridare spontană, iar 


analiza: pe cale parasexuâtă nu se poate realiza decît prin aplicarea hibri- 


dării somatice, prin fuziune de protoplasti, urmată de inducerea segregării 
mitotice (Fournier și 'colab.,. 1977; Ferenczy, 1981; Poulter $i colab., 1981, 
1982). ( Îi ti 


Drojdiile utilizate în producerea de biomasă proteică sînt în general, 


cultivate pe medii reziduale ieftine, pe plan mondial fiind utilizate drojdii 


ce cresc pe n-parafine — Candida tropicalis, Pichia. guilliermondii, Saccha- 
romajcessis lipolytica, pe metanol — Candida boidinii, Pichia pinus, Han- 
senula polymorha, sau pe hidrolizate de lemn — Candida utilis. La aceste 


 microorganisme industriale s-au realizat piná in prezent, in numeroase 


laboratoare din lume, hibrizi intraspecifici (Candida tropicalis — Fournier 
şi colab., 1977; Saccharomycopsis lipolytica — Stahl, 1978; Pichia guillier- 
mondii — Klinner si Bótcher, 1984, 1985; Candida matisa — Klinner si 
colab., 1984; (Hansenula polymorphax H. anomala, H. polymorpha x H. bi- 
mundalis — Savchenki si Kapultsevich, 1980) si intergenerici (S. lipoly- 
tica X P. guilliermondii — Spota si Weber, 1980; Saccharomycopsis 
fibuligera x: C. tropicalis — Provost si colab., 1978; S. lipolytica, X C. 
tropicalis — Provost si colab., 1978) ce prezintá importantá teoreticá in 
elucidarea constituţiei genetice a drojdiilor de sinteză proteică si practică, 
în obţinerea unor hibrizi cu caracteristici economice (cantitate de proteine, 
compoziție în aminoacizi, valorificarea mediului de cultură) superioare 
parentalilor. e i y 
„ Fuziunea de protoplasti reprezentînd o direcție prioritară a cercetărilor 
biotehnologice a constituit și preocuparea colectivului nostru (Genetica 
microorganismelor — Facultatea de Biologie) care în decursul anilor 
1980—1989 a obținut un număr apreciabil de tulpini si hibrizi la droj- 
diile de fermentație alcoolică și producătoare de ergosterol (S. cerevisiae, 
S. diastaticus, S. carlsbergensis ICCF si Saccharomyces sp. ICCF) cu per- 
formante biologice si economice îmbunătăţite. LE | 
Dintre realizările. colectivului nostru în domeniul fuziunii de proto- 
plasti ne-am oprit asupra cercetărilor din ultimii doi ani şi au avut drept 
scop ameliorarea unor tulpini de drojdii producătoare de ergosterol şi 


. etanol. = 


Obtinerea unor noi tulpini de drojdii producătoare de ergosterol re- 
prezintá o directie economicá: prioritará, tinind cont de cerintele actuale 
pentru ergosterol atít pentru industria farmaceuticá (preparatul chimic 
pur) cît si pentru zootehnie (biomasă îmbogăţită în ergosterol). Producă- 
torii de bază ai ergosterolului (provitamina D;) sint speciile Saccharomy- 
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ces cerevisiae si S. carlsbergensis..Colectivul de .cercetare din cadrul I.C.C.F. 
a obţinut în urma selecţiei două tulpini pure producătoare, una identifica- 
tă a fi S. carlsbergensis si cealaltă cu apartenenţă de specie nedeterminată, 
denumită Saccharomyces sp. LC.C.F. ` each: NO 
“Încă din anul 1977 Koviscov. si colaboratorii au stabilit posibilitatea 
ameliorării producătorilor de ergosterol prin mutagenezá si hibridare se- 
xuatá, procedee ce permit obţinerea. de poliploizi. Pornind de la această 
observaţie, colectivul nostru a urmărit poliploidizarea tulpinilor. S. carls- 
bergensis I.C.C.F. şi Saccharomyces sp. I.C.C.F. prin fuziune:de protoplasti. 
“Deoarece selecţia: produșilor de fuziune se bazează pe markeri speci- 
. fici de selecţie, s-au obţinut într-o primă etapă mutante. de rezistenţă la 
nichel. (concentraţia de 0,78 mg/ml) si la cadmiu (concentrația de 0,35 
mg/ml) dupá o mutagenezá cu N metil-N'-nitro-N-nitrozoguanidină, con- 
centratia de 400 ug/ml (tabele 28, 29). 


Tabelul 28 


"Obţinerea mutantelor-NiRCdS la S. carlsbergensis ` 


Număr ` Gián- i Wag 


iim elule N ` Supra- | Conc e Număr | cen- 1 mär Seta 
nr. NG . PRT Ps repli- |. eon dé d NiRCAS, 
. | Martor |: VE n cate caso, | Cas "rina 
E p 65 ai ^ , Yr E A T Ca des y 
ees 2x10 | 3x10 | 015..| 07 ] vag 035 .| .26 | 1368 - 
2 | 13x10} 91x10| 2007. |: S IRATE 0,35 |. 9 795: 
3 [32x10 | 51X10%| 03. | 0,7 SR WER EECH |: 19 | 8,72 
$ : B a T e > ( 1 i “i PE E ze 


`. Tabelul 29 


Frecventele de jegenerare şi fuziune obţinute în experimentele de hibridare 
T. S. carlsbergensis CdRNiS X S. carlsbergensis CASNIR A 
5 á L : i SAL: à Kä Sé 


Număr de .. Protoplasti| Frecvența de 


-Nr l pata Să 
a Parentalii d proto- . enr S M : 
exp. p! asti/ml revertati fuziune 
1 | S. carisbergensis NiRCdS 33x10- | 7/1538 |  19x10- 
S. carlsbergensis NiSCdR. 3,2» 10? :.7719,06 ^d en 
2: . | S. carlsbergensis NiRCdS Ab Senf 21,8 3X10—5 
S. carlsbergensis NiSCdR : -17X10 A 18,82 
"3 Se carlsbergensis NiRCAS — 69x10. .| 1623 5,38 X 10 
S. carlsbergensis. NiSCdR  . T 4,9 x 10% 2061, 


Pn ait DA Sea del îmi să E am ia ett Kee INE ec el a tai A aber ide ae ME 
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 "Protoplastii au fost obţinuţi prin digestie enzimatică” cu suc gastric 
de Helix pomatia după o metodă pusă la punct în laboratorul de Genetica: 
microorganismelor — Universitatea din Bucureşti (Anghel şi colab., 1983). 
Fuziunea s-a realizat în prezenţa polietilenglicolului si a ionilor de calciu. 
iar produsii de fuziune au fost selecționați pe mediu de regenerare supli- 
mentat cu nichel si cadmiu (fig. 59). În tabelul 30 sînt înscrise frecventele 


A S. corisbergensis CARNIS x S.carisbergensis vi - 
Protoptosti 1 'Protcptosti | 


j Fuziune indusa de PEG 6 020 40% 


„Regenerare înmediu cu Cd si Ni ` 
Fi; 59. Model experimental de realizare à fuziunii in- ` 
traspecifice S. carlsbergensis CARNIS x S. carlsbergen- a 
| X. sis NiRCdS. pi | 


H 


` Tabelul.30 


Obţinerea mutantelor CARNIS la S. carlsbergensis 


^^ Număr de "COofi-4 qe $ Nu- 
celule/ml "^ "been-| Număr | Număr | Con | măr AR 
Exp. —| Supra- | tra. Oe de E "ai Erec. 
Ar "olo vefUre Ge | lonii | colonii tra [corp „Veta 
El „| NG 400 9/9 o tie T CdRNiS: 
Martor nm CdSO,| replicate | CdR NICI nii 
bk. n Me EEN [mg/ml l d NI 12| NiS 


2 6,2x10% | 1,2x10"| 078 | 15 8 
3 222x107 | 1,7 101 WIR 3 


DĂ Îi n E emgeeg 


+ 


de regenerare și fuziune obţinute în experimentele de hibridare somatică. 
Dintre produşii de fuziune obţinuţi 30 au fost trimiși spre testare là 
LC.CF. pentru aprecierea productivităţii in ergosterol, Dozările realizate 
- in Laboratorul de Biosinteze I.C.C.F. (F. Dan si A. Petre) au constatat în 
dozarea ergosterolului total a 24, 28-dehidroergosterolului şi a ergostero-. 
lulii pur, raportate procentual la cantitatea de substanță uscată, Datele. 
obţinute, înscrise în tabelul 31, demonstrează o creştere importantă a pro- 
ductivitátii unora dintre produsii de fuziune comparativ cu “martorul, 
ajungindu-se chiar Ia o dublare a cantităţii de ergosterol total. ` Tt 
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Valorile. obținute în urma dozărilor ergosterolului si analiza microsco- 
pică a produsilor de fuziune în raport cu martorul au condus la afirma- 
ţia că produsii PF10, 11, 12, 14 sînt rezultatul poliploidizării prin fuziune 
de protoplasti. "Cercetările următoare vor avea ca obiectiv urmărirea sta- 
bilităţii acestor produşi de E determinarea exactă a gradului: de 


$ "Tabelul 31 


Cantitatea de ergosterol produsă de tulpinile parentale si de unii produși de fuziune 


Tulpina Timp, Ergosterol 24, 28-dehidro-|  Ergosterol Productivi- 
ore „total ergosterol pur „tate, Wa c 
S. carls- 48 271 1,54 28 Meus conip 14! 99 
"bergensis 72 3,76 : 2,42 3 1,36 10 
A221 GÄ 
PF3 48 SRéexci CA n E aal 5.92 
72 4,40* 3,09 131 9.6 
PF5 48 280 r2 ]. ua 266»: MOI4 . L|. 30 
| 72 5.81* 551 0,30 18 
PF6 485. [^w 3ioaa i Sëch 059i A 
72 4.68 bosse 0,83 Spit 
ppo ` 48 3,48 a UI 7 08d, chan 175 
| 72 - 404 2,81 1,23 | 8 
PFIO' 48 ' 5,75** EISE TER e 
Pril 48 | ` 6,30* MEM E 
72 4,13 `- 104 a x rn 
PEIZ | ..48 || .430* Lëtz: |. | 
! 77 EMS "7a IARA | 14 
PFI3 ae vygenc— rr 713 
à 7235. — m — 
DELA 48 -- — 
72 4,24 1,64% 17 


* PF3, PF5, PF10, PF12, PF13, PF14 prezintă depășiri cuprinse între 9 şi 557. 
faţă de valorile înregistrate la martor pentru o fermentație de 72 de ore. 


*** — PF13 produce cantitatea cea mai mare de Ser, pur urmat de ** PF12 
ŞI. E PF14. 


ploidie prin estimarea cantităţii de ADN, precum şi schimbarea condiţiilor 
de mediu și fermentație, respectiv variaţii de temperatură şi a concen- 
traţiei azotului organic în mediu, în vederea obţinerii unei cantităţi mai 
mari de ergosterol pur în raport cu ergosterolul total. 

O altă direcţie urmată de colectivul nostru este ameliorarea drojdiilor 
metilotrofe producátoare. de. biomasá proteică. Drojdiile. metilotrofe, in. 
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special Hansenula polymorpha, Candida boidinii, Pichia pastoris, utilizează 
metanolul ca: unică sursă de carbon. Desi randamentul de bioconversie a 
metanolului la proteină este relativ scăzut, nedepásind 409/; (Sibirny, 1988); 
avînd în vedere necesitatea actuală de proteine şi faptul că procentul poate 
fi ameliorat prin manipulări genetice, drojdiile metilotrofe ocupă un rol 
preferat printre microorganismele de sinteză proteică. ` i 
“În acest sens cercetările noastre au avut drept principal scop aplicarea 
füziunii de protoplasti în vederea creşterii productivităţii tulpinii Candida . 
boidinii ICCE şi lărgirea gamei de temperaturi care permit creșterea tul- 
pinii (în special temperaturi de 30...40? ce pot fi atinse spontan în 
cuva de fermentație). ` his: dc TIVEN 

În aceste cercetări de hibridare somatică s-a aplicat modelul, experi- 
mental din fig. 60. Ca factori de selecție s-au utilizat markerii nucleari 


BIBLIOTECA DE BIOLOGIE 


C. boidinii ID6 CuS " C.utilis. CuR 
^. 5 mM(cu SO,) | : 12 mM(Cu SO) 
Protoplosti J Protoplaşti 


Inactivare termică 


Fuziune indusă de PEG 50009 45% 
Regenerare în mediu cu stabilizator osmotic 


Fig. 60. Model experimental de obţinere a unor produşi 


de fuziune C. boidinii 1D6 si C. utilis. 


Tabelul 32 


Frecventele de regenerare si fuziune obtinute 


4 Frecventa Frecventa 
Nr. T Număr de proto- | 4 1 3 

H i : e regenerare, de fuziune, 
een. Parentalii ` plasti/ml Wei » 


1 Ce boidinii 6,2X 10? 16,9 | 8,9x 10—* 
| C. utilis (inacti- 
vare termică) T 7,520392 0 
C. utilis 7,5 x 105 24,93 
2 C. boidinii 5,9x 10? 17,12 3,5x 10-5 
C. utilis (inac- | 
tivare termică) 6,4 105 0 
C. utilis i 6,4X 108 27,03 
3 C. boidinii 4,2 x 105 20 j 7,33x10-5 l 
C. utilis (inacti- 
vare termică) 6,14x 10? 0 
C. utilis / 6,14: 109 31 
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de rezistenţă la. cupru si inactivarea: termică. S-a TOT termic parenta- 
lul C. utilis pentru.ca hibrizii- obţinuţi să: prezinte preponderent. genomul 
nuclear de la C. boidinii, tulpina de interes. Rezultatele obținute în urma 
fuziunii. şi regenerării sînt înscrise în tabelul 32. Reversia s-ä realizat la 
38 ...40?C. Produsii de fuziune au fost trecuți pe mediu ca, unică sursă! 
de carbon metanolul şi crescuţi la 38,...40*C, Subliniem faptul că aceşti 
produși de fuziune şi-au „păstrat capacitatea. de creștere, la 409 si. dupà: 
pasajul IV. Produsii de fuziune sint testati de Institutul: de Cercetări Chi- 
mico-Farmaceutice Bucureşti. 

Cercetürile noastre de hibridare somatică au avut în vedere și reali- 
zarea unor studii ample electrono- -microscopice: ce au “relevat” IE 
ultrastructurale specifice (fig. 61; 62, 63, 64, 65, 66, 67). | 

Experimentele efectuate de colectivul nostru și rezultatele înregistrate 
“demonstrează posibilitatea ameliorării drojdiilor industriale prin fuziune 
de protoplasti, precum și obţinerea de noi tulpini cu caracteristici supe- 
rioare tulpinilor utilizate convenţional în et dachte: 


Fig. 61. Ultrastructura celulei de S. cerevisiae. , 
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Fig. 63. Interactii celulare în timpul fuziunii proto- 
plaştilor de S. cerevisiae. Săgeata indică situsul de 
intermixare citoplasmatică. 
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i | 
Fig. 64. Aspectul celulelor de drojdii după reversia protoplastilor. 


` 
f 


Fig. 65. Celulă şi protoplast de C. boidinii: 
Pc — perete celular; N — nucleu; V — vacuolă; M — mitocondrie 
(rezultate nepublicate); n — nucleol. 
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Fig. 66. Protoplast Je C. boidinii obe prin tratament cu suc. 
digestiv de Helix pomatia: 

N — nucleu; n — nucleo]; M — mitocondrie (rezultate nepubli- 

- cate). 


Fig. 67. Detaliu dintr-o celulă de C. boidinii la 21 ore de 

cultivare pe metanol. Se observă peroxizomii (P) la nivelul 

-cărora este prezent cristaloidul; V — vacuolă (rezultate nepu- 
blicate). 


2.0. POLIPLOIDIA 


Forme poliploide la ciuperci se pot obține prin tratarea celulelor cu di- 
ferite substanţe chimice (acenaften, cloroform, colchicină) si radiaţii sau 
“prin hibridarea unor tulpini cu diferite grade de ploidie. În legătură cu 
eficienţa acestor substanţe utilizate părerile sînt împărţite. La organismele 
vegetale cele mai bune rezultate s-au obţinut cu ajutorul colchicinei. 

Datorită acţiunii toxice, colchicina, deşi exercită aceeaşi acțiune asupra 
celulelor în diviziune, ca la organismele superioare, este puţin utilizată 


pentru inducerea experimentală a poliploidiei la drojdii (Saccharomyces, 
-Schizosaccharom4jces, Candida eic.). La aceasta se adaugă si faptul că, 
o dată cu trecerea timpului, ciupercile se adaptează la mediul ce conţine 
colchicină iar uneori o foloseşte ca element nutritiv. Cu rezultate mai 
bune se foloseşte acenaftenul. Sub influenţa acenaftalenului 's-au obținut 
poliploizi la, ciupercile. fitopatogene: Botrytis si Graphium (Vanderwaale, 
1939; Bauch, 1940; Subramanian, 1974), Saccharomyces cerevisiae (Morti- 
mer, 1958; Subramanrian. 1947; Vecitomov, Pavlenko, 1968), Saccharomy- 
ces vini (Sersukova, 1965), Candida scottii, Torulopsis utilis etc. ` 
Rezultate mai bune se obtin prin hibridare, între tulpini cu acelaşi grad 
de plodie sau cu grade diferite. De exemplu, tulpinile tetraploide pot fi ob- 
ținute prin încrucișarea unor tulpini diploide homotalice ala, dacă aceste 
tulpini sînt initial convertite, prin recombinare mitotică în a/a“sau a/a. 
Prin utilizarea de tulpini homotalice se ; pot obţine tulpini izogene, 
dar de tip de împerechere opuse St. grade de ploidie diferite (n, 2n, 3n, 
dAn etc). Un diploid HO/HO HML«MATa HMR«/HML«MATaHM Ra poate 
fi obținut prin diploidizarea unei celule HO/HMLaMATa |HMRu si care 
prin sporulare poate forma celule haploide « stabile. Acest diploid poate 
de asemenea să formeze un diploid stabil MAT«/MAT«, prin recombinare 
mitotici. Prin împerecherea unui asemenea diploid MATa/MATa cu o 
tulpină HO HML«MATa HME«x rezultă un triploid izogenic stabil. Un 
tetraploid se poate obţine prin împerecherea unei tulpini à cu o tulpină 
stabilă oz o, derivată prin recombinarea genetică mitotică din tulpina 
triploidă (Herskowitz si Oshima, 1981). | o 
Tehnici de inducerea poliploidiei. Tulpini de drojdii, haploide, se cul- 
tivă in mediu lichid de bere (Ball 5°), la temperatura de 30*C, in termo- 
stat. După ce se dezvoltă, drojdiile se centrifughează la 3 000 turatii/ minut, 
timp de 3 min. Dupá depunerea celulelor de drojdie, se indepárteazá me- 
diul de bere, iar în locul lui se adaugă soluţie de cochiciná in concentratie de 
0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1%, timp de 1, 2 si 3 ore. Dupá epuizarea timpului 
stabilit se indepárteazá colchicina si se adaugă apă distilată sterilizată. 
După o minuțioasă spălare se efectuează o nouă centrifugare. Cu ajutorul 
micromanipulatorului sau în lipsa acestuia, cu suc de melc, se izolează 
ascosporii şi se cultivă pe mediu solid, pentru obţinerea monoculturilor 
(tulpini pure din punct de vedere genetic). Însămînţarea sporilor se poate 
face, în special, pentru Saccharomyces vini în suc de bere cu agar (Ball 
5? si 20%% agar-agar). Prin această metodă s-au obținut pe cale experimen- 
talá poliploizi la S. cerevisiae, S. vini, Chlamydomonas reinhardi* etc. 


* Algă verde. 
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genetic la Aspergillus niger (Welden, 1940)... 


Prin iradieri cu raze X s-a obtinut dublarea cantităţii de material 


Tehnica hibridologicá (Vecitomov; 1967; Pavlenko, 1968). În ultimul 
timp, cu rezultate bune se foloseşte metoda hibridării între linii haploide 
sau cu diferite grade de ploidie şi mutante auxotrofe pentru un anumit 
aminoacid sau cu deficiență, respiratorie. După Vecitomov, tehnica respec- 


" (g) HAPLOID | 


aa fuziune sou - 
;, endomitoza 


DIPLOID 


TRIPLOID 
-TETRAPLOID 


Fig. 68. Schema inducerii poliploidiei la. drojdii (Mortimer si 
Hawthorne, 1969). 


tivă. constă în, următoarele: .ascosporii. haploizi. sau ;celule vegetative, .ce 
aparţin. diferitelor, tipuri de -sporulare, copulcază si formează zigotul di- 
ploid. În mod exceptional, ca. o.abatere de la regula generală, poate avea 
loc copularea între, celule .ce aparţin aceluiaşi tip de sporulare. Acest tip 
de copulare a. căpătat denumirea de copulare nelegitimă. Încrucişările. se 
efectuează pe mediu minimal solid, prin metoda replicii, sau în mediu 
lichid (fig. 68). NS ci Ee, UN. Misi 
In experiente se pot folosi tulpinile auxotrofe pentru diverse baze 
azotate sau aminoacizi. Pentru a usura prezentarea vom nota tulpinile 
utilizate cu simboluri, in practicá putind fi folosite tulpinile ce se gă- 
sesc în colecţie sau din productie, dar al căror genotip este cunoscut 
sau determinat. Pentru obținerea triploizilor vom nota tulpina auxotrofă 
pentru adenină cu X 153(xade2) iar pe cea pentru Jeucină ou X 213 (a leu). 
Avînd o nutriție auxotrofă, tulpinile X,55 $$ X594 nu cresc pe mediu mini- 
mal. Hibridările -së efectuează pe mediu minimal: Hibrizii diploizi 
ce rezultă cresc pe mediu minimal iar coloniile au culoare albă. 
Mutantele cu- deficiență respiratorie, ce se obțin din diploidul 
ien E ann, se încrucişează, folosind aceeaşi tehnică, cu X, (a leu). În- 
crucişările se fac în mediu complet lichid. “După 3—4 zile, timp suficient 
pentru a realiza hibridarea, se însămînţează pe mediu minimal (40,2% 
glucoză). Coloniile ce se dezvoltă sînt triploide (fig. 69).. | 


a o e 


Obținerea tetrapioizilor. Se, foloseşte tulpina: triploidá usa 203 
care se prezintă sub forma unor colonii albe ce crese pe mediu 
minimal, de la care se obţin mutante cu deficiență. respiratorie Lei. 
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Mutantele cu deficiență respiratorie se încrucişează cu tulpina Sa (au- 
xotrof pentru leucină). Încrucişarea se efectuează pe mediu lichid. După 
3—4.zile se insáminteazá pe mediu minimal cu alcool etilic în locul glu- 
cozei (sau 0,20%% glucoză). După dezvoltarea culturilor, se însămînţează pe 
. mediu cu acetat de sodiu pentru inducerea sporulatiei. Analizele efectuate 
au indicat apariția unui procent ridicat de aneuploizi. "Tetraploizii 
se pot obţine si prin încrucișarea formelor diploide. De pildă se 
folosese tulpinile Zu (a«ade6/ade6), Case(adez— ades Al ce: nu cresc 


a leu + 
œx '* oda Ci 


o -53xX-203xx-203 ` 


7153xX-203xX -203 3n 


leu 


? |a|a 


Que 
ad; 
leu + 


mediu minimal 


Fig. 69. Schema obţinerii triploizilor. 


pe mediu minimal, fiind auxotrofe. Hibridarea se face pe mediu mini- 
mal 'solid prin metoda replicii. Coloniile ce rezultă sînt tetraploide, fiind 
de culoare albă. Verificarea gradului de ploidie se face astfel: din tulpi- 
nile genitoare Zu si Case si din hibridul rezultat Zut ons se pregătesc 
suspensii, ce se vor păstra timp de 24 ore în termostat, la 30*C. Din fie- 
care suspensie se însămînțează pe mediu minimal solid mai multe vase 
Petri. În mod normal coloniile din vasele 1 si 3, fiind auxotrofe pentru 
adenină, nu cresc. În vasul 2, coloniile albe ce. apar sînt tetraploide 
ue 79) c ra PR pe Y un anre | 


ex ada A 
aa deu xa + leu du E Ter» gută 
ELO Ps d aen eu cd 
X-153x A. RE e Án MOMS leu bo 
ec ada, E [oc A ada ud ERI . 9n 
"a. + leu E. c. qeu. 
iun XUI E a. 4 leu + 
f E leu ` Pe «ceti eus aa 
Wee img Kuer tee 
. Fig. 70. Schema: obţinerii Fig. 71. Schema obținerii 
tetraploizilor.  . 5 pentaploizilor. 


Obţinerea pentaploizilor, Se obţin mutante cu deficiență respiratorie, 
folosind tulpini tetraploide. Mutantele cu deficiență respiratorie tetraplo- 
ide se încrucișează cu o tulpină hăploidă, cu nutriție auxotrofă pentru 
adenină sau histidină. Hibridarea se realizează pe mediu minimal, lichid. 
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Coloniile ce se dezvoltă sînt pentaploide, fiind de culoare albă şi volumi- 
După 3—4 zile, suspensia se insáminteazá pe mediu minimal, cu agar. 
noase. Pentru inducerea sporulării se, transferă pe mediu minimal cu al- 

cool etilic (0,19/; glucoză) (fig. 71). — ^" ... | 
Formele ploiploide se deosebesc printr-o intensitate mai mare de 
creştere şi prin aspectul lor. La microscop celulele sînt mai mari si ovale, 
faţă de cele haploide, ce sînt rotunde si îngrămădite. Măsurătorile efectu- 
ate asupra celulelor vegetative arată că diametrul celulei și al nucleului 
crește o: dată cu gradul de ploidie (Mortimer, 1958; Zaikina, 1965), deşi 
sînt contestate de alti autori (Duraiswami şi Subramanian, 1985). Aceasta 
determină ca numărul de celule/1 g. biomasă să fie mai mic (tabelul 33). 
iS T | gb- d Tabelul 33 

Diametrul celulei şi nucleului în funcţie de gradul de ploidie. 
- i (Zaikina, Matkevici, 1965) gae N od 


Cragg ` = Diametrul celulei în_H 


de "E L 1 5,28 m nucleului în p 
-ploidie - ;; Mortimer ] . Zaikina P. i "Ra, 
1x | 4,12 SC E '2,6--0,069- "rh, 0,5533:0,006 

"ës metan git A Jh TEM Y EE E 
m mis alid _4,48-1-0,08 |: 5 0,785+0,006 
A : Gesetten 5070107. - > 0,93540,0901 
SCH Ke LEE EE E ae otn 
E aimer Po A ELE ba Dae nini BE X001 - 


DD O IHNEN MIL wetter REESE EE M 
Cantitatea de ADN, determinată prin metoda Barton, este superioară la 
cultura iniţială (2n) in comparaţie cu cultura poliploidá, fiind de 3,071 
ug/l g substanţă uscată la cultura 2n si între 2,635— 2,852 ug/1 g la cul- 
tura poliploidá (Imshenetsky, 1966). . LEE u 1 QWUOY 

. .Diferente semnificative există şi în privința conţinutului de :amino- 
acizi, remarcindu-se un spor la cele poliploide. O problemă deosebit de 
importantă pentru practică este digestibilitatea celulelor. - Experiențele 
efectuate cu ajutorul unor. enzime extrase din tubul digestiv al melcului 
de livadă (Helix pomatia) au arătat că celulele poliploide sint mai uşor 
digerate. | : ái 


K * 


. Progresele înregistrate în studiul multiplelor probleme ale geneticii 
drojdiilor prezentate în capitolul: 2 .(Genetica drojdiilor) din volumul I 
evidenţiază pe de o parte complexitatea acestui model experimentat, evo- 
lutia spectaculoasă din ultimii ani a cunoştinţelor de genetică, iar pe de 
altă parte necesitatea amplificării acestor studii pentru a cunoaşte și alte 
aspecte mai puţin elucidate, mai ales în domeniul drojdiilor industriale 
(Biologia şi tehnologia drojdiilor, Editura Tehnică, 1989). 
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3. BIOLOGIA ȘI TEHNOLOGIA DROJDIILOR.- 
„DE PANIFICAȚIE SI DE BERE ` 


P. BERZESCU, I. KATHREIN 


Drojdiile ir panificatie si de jus se caracterizează - prin: faptul că 
aparțin genului: Saccharomyces şi: reprezintă exclusiv. drojdii de cultură. 
Clasificarea drojdiilor în funcţie de însuşirile morfologice, sub aspectul 
comportării fiziologice st al însușirilor biochimice, a fost tratată în alte 
capitole ale prezentei lucrări. Drojdiile, ca organisme monocelulare,: sint 
atît de complexe si se comportă atit de diferit sub aspectul metabolismu- 
lui, a condiţiilor de dezvoltare, a însușirilor si constantei : acestora, încât 
este imposibilă cáràcterizarea şi clasificarea precisă a fiecărei : culturi. 

După cum s-a arătat mai înainte, conform . clasificării elaborate de 
Hansen, in 1904, drojdiile. de panificaţie fac parte din specia. Saccharo- 
myces. cerevisiae. .Din aceastá specie fac parte drojdiile. de. bere de fer- 
mentátie superioară, în timp ce cele de fermetatie inferioară se consideră 
că aparţin speciei. Saccharomyces : cerlsbergensis si, mai recent, speciei 
Saccharomyces uvarum care cuprinde şi drojdiile de vin. 

Indiferent de modul de clasificare, se admite că drojdiile de fermen- 
tatie superioară fermentează in mod uzual la temperaturi de 15...25^C 
şi se înmulţesc prin. sporulare puternicá sub formă de ciorchini. ce se ri- 
dicá la. suprafata lichidului. În condiţii aerobe se adaptează uşor pentru 
înmulţire puternică la temperaturi de pînă la 35°C. Drojdiile de fermen- 
tatie inferioară sporulează greu sau deloc, fermenteazá la temperaturi 
de 5 ...10*C şi se depun la fund la sfîrşitul acestui proces. Se adaptează 
greu. condiţiilor aerobe de dezvoltare cu randamente mult mai scăzute de 
multiplicare. 


VO. d FACTORI CE FAVORIZEAZĂ. SAU INHIBA 
DEZVOLTAREA DROJDIILOR | 


"Cele mai iig specii de Saccharomyces se dezvoltă pe medii ce con- 
tin zaharuri fermentescibile ca surse de carbon, sáruri de amoniu ca dona- 
tori de azot, sáruri minerale si factori de creştere, Prin modificarea com- 
poziţiei acestora se poate ameliora sau inhiba dezvoltarea. "drojdiilor. ` 
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Cutts şi Rainbow (1950) au elaborat un mediu ideal pentru studiul 
dezvoltării si nutritiei tuturor speciilor de drojdii. Acest mediu conţine 
(exprimat în g/l) 40 părţi glucoză, 4-fosfat acid de amoniu, 2-sulfat de mag- 
neziu, l-fosfat acid de potasiu, 0,25-clorurá de calciu si 10-acid lactic sub 
formă de sirop. Microelementele (exprimate în mg/l) reprezintă: n-bio- 
tiná-2, D-pantotenat de calciu-1, tiaminá-1, piridoxiná-1,. mio-inozitol-10 
acid p-amino benzoic-100. —  — (E | Za 

“În practică, la fabricaţia drojdiei de panificaţie și a berii, compoziţiile 
optime ale mediilor nutritive diferă de cea prezentată anterior sub aspect 
cantitativ, dâr nu și a necesarului de elemente. e al A, 

Factorii principali ce pot fi luaţi in considerare sint prezentaţi în 
continuare. : — nM WC | 1 TEN KA | 


211 GLUCIDELE ` 


Acestea constituie. sursa principală de carbon si de energie pentru 
formarea peretelui celular și a substanţelor de rezervá (glicogen, grásimi) 
și pentru sinteza aciżilor nucleici. ^ ZS, i 


Natura si concentraţia optimă- diferá de tipul de drojdie si de carac- 


teristicile procesului tehnologic. După cum s-a arătat mai înainte, droj- 
diile se dezvoltă pe medii ce conțin besos precum D-glucoză, D-manozá 
si D-fructoză. D-galactoza nu este fermentatá decit in cazul unor adaptári 
speciale a drojdiilor. Pentozele nu: sint descompuse de către: drojdiile de 
panificatie si de bere. Dintre dizaharide ele asimilează zaharoza:si D-mal- 
toza. Zaharoza este scindată rapid in fruetozá si glucoză după o hidroliză - 


prealabilă cu un 'complex enzimatice prezent in drojdie, respectiv de 
$-früctofuranozidazá, denumită şi 8-D-fructoturanozid-fructohidrolază 
(invertază). -: 
D-maltoza; principalul zaharid prezent in müstul de bere, necesită 
pentru descompunere în glucoză o perioadă de inducţie la drojdii, precum 
au demonstrat Harris şi Millinn (1963). In. felul acesta are loc sinteza cu 
ajutorul aminoacizilor şi. pătrunderea maltozpermeazei («-D-glucozid 
glucohidrolazá) prin peretele celular. O drojdie dezvoltată într-un mediu 
fără conţinut de maltoză nu sintetizează maltozpermeaza. O situaţie simi- 
lară se regăseşte la maltotrioza care, pentru asimilare, necesită o perioadă 
de inducţie la drojdie în vederea sintetizárii maltotriozpermeazei. . 
Lactoza nu este consumată de drojdiile de bere si de panificație. 
 Melibioza este asimilată de către drojdiile din specia Saccharomyces 
carlsbergensis, dar nu si de cele din specia cerevisiae, fiind astfel un me- 
diu pentru diferenţierea celor 2 specii. beta i li m - 
Drojdiile de bere nu sînt capabile să asimileze izomaltoză sau malto- 
. zaharide mai complexe decît maltotrioza, care se elimină ca atare în bere, 


după constatările lui Rainbow (1970). ` = fr : Ah véier Wr 
Asimilarea hidraţilor de carbon în decursul fermentaţiei mustului de 
bere la' folosirea de drojdii de fermentație superioară, în funcţie de timp, 
după Rainbow, este prezentată în tabelul 34. DV 
Din datele prezentate în tabelul 34 se vede că dintre toti hidratii de 
carbon cel mai repede se asimilează zaharoza şi.cel mai încet maltoza. - 
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„Tabelul 34 


Variația conţinutului de hidranti de carbon în decursul fermentatiei mustului de bere 


r Timpul, | T es M x: mir , NH a = 
ore fer- |. D EMI. Mga Eai o F Densitatea 
0 19,3 TE zt coe i hac PN CH e: 1,0423 
22 19,0 „13,2 43,4 . 8,7 d: 147 2,8 ; 1,0388 
28 18,6 . 11,6 40,7 5 0 2 ` 1,0362 
46 : 18 10,6 ` 25,5 ) 0 0^7 :1 0,2 1,0241 
52 17,4 10,7 17,8 0,4 0 0 ^'11,0196 

D — dextrine (maltotetraozá si zaharide superioare); MT — maltotriozá; 


M — maltoză; G — glucoză; S — zaharoză; F — fructoză. 


Cu privire la concentratiile optime de hexoze, în condiţiile din indus- 
trie, în funcție de scopul de utilizare și de tehnologia aplicată, s-au stabi- 
lit limite bine definite. Astfel, pentru drojdii de panificaţie. se folosesc 
musturi cu concentrații de zaharuri fermentescibile de circa 20/5, în cazul 
utilizării tehnologiei clasice si de pînă la 10%/ în aplicarea la procese de 
aerare intensivă. La scăderea concentraţiei apare pericolul mărit de infec- 
tie, respectiv de asimilare a hidraţilor de carbon de către alte microorga-. 
nisme, prezente în mediu (plămadă). La drojdiile de bere se semnalează 
o activitate. optimă în industria berii în situaţia unor concentrații de 10— 
13% zaharuri fermentescibile. în must, cu. variaţii între 6 si 200/0. 

Asimilarea hidratilor de carbon depinde, în.afară de concentrație, de 
temperatura, pH-ul, cantitatea de celule prezente în mediu cît si.de alti 
factori. à i d. 

Se ştie că domeniile optime de temperaturi pentru drojdiile de fer- 
mentatie inferioară la fabricaţia berii sint cuprinse între 8 şi.10*C, ele 
ajungînd la 20*C pentru cele de fermentație superioară. La drojdiile de 
panificaţie domeniul optim oscilează în jur de 30*C. . . in i E 

„ Concentratii ridicate de hidrati de carbon în mediu împiedică inmul- 
tirea drojdiilor din genul Saccharomyces. Astfel, la concentraţii de peste 
200% apar, fenomene de plasmoliză din cauza presiunii osmotice prea. ridi- 
cate. Izolat se regăsesc şi culturi de drojdii osmofile ce suportă concentra- 
tii mai mari de zaharuri. ` d | | | 

Asimilarea hidratilor de carbon de cátre drojdii se realizeazá cu dega- 
jare de energie. În funcţie de desfăşurarea procesului in condiţii aerobe 
sau anaerobe, de compoziţia mediului si de alti factori, cantitatea de ener- 
gie generată variază în limite Jeer, d i Y. 

... Posibilităţile de reacţie in procesele biochimice reprezintă energia 
liberă sau entalpia liberă şi se notează cu AG. Ea se exprimă uzual, în 
industrie în kcal și are un semn negativ. În urma reacţiilor exergonice 
rezultă căldura notată cu AH, în timp ce energia chimică înmagazinată 
se notează cu AS. Între ele există următoarea relaţie: pe — 


| „AG=AH-—TAŞ, . 
in care T' reprezintá temperatura absolutá. 
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La un.pH=7,şi o temperatură de -|-25*C, AG=—56. kcal. De aici 
rezultă AH ——18 kcal, iar TAS ——37 kcal. et MR arsi leg 
"În practică randamentul este mult mai mic, iar intr-un mediu optim 
o celulă de drojdie poate transforma într-o secundă 200 milioane de mole- 
cule de glucoză în alcool si CO». —— | P 
Existá si corelatii intre energia liberá si potentialul Redox exprimate 
prin relatia: | i MI i eA, d | 
: eot | AG——nFAE-—-—A.23,07. AE [kcal/mol], . 
in care: n este numárul de electroni transmisi; F — sarcina electricá, res- 
2 .pectiv 96 500 Coulomb/mol; AE — potenţialul Redox. TU 
. La eliberarea a 1 mol de electroni se degajă, la o diferentá de tensiune 
de 1 V, o' căldură egală cu 23,07 kcal. - FFFIN / | Aa 
În decursul procesului de fermentație alcoolică are loc următorul 
bilanţ energetico-chimic: ` d Ee Geh 


Gei — 2C;H,OH--2C0» — 18. kcal. 


Tn reacţiile  exergonice, în situaţia arderii chimice complete, chiar şi 

a combustiei, apare următoarea relaţie: ` Am 9 n 
Col, sek 60; SSC 6H,O 4-6CO,—674. kcal. 
„De fapt, energia liberă in această situaţie este: | 
| |». AG——-686,32 kcal. | 

n situaţia dezvoltării drojdiei: în. condițiuni aerobe, tinindu-se cont 
de energia necesară la fosforilarea glucozei în degradarea după schema 
EMP si de cea.din ciclul citrat, la; respiraţia-unui mol de hexoză apare 


„următoarea corelaţie: . - | 
CH, ist 60,-1-38 ADP 4-38 P; —> 6CO;--6H,O-1-38 ATP 


Pentru formarea unui mol de ATP, AG trebuie sá fie de minimum 
—7 kcal. Prin respiraţia unui mol de glucoză o celulă de drojdie poate 
lega chimic cele 38 ATP, ceea ce corespunde cu circa 266 kcal faţă de cele 
686 kcal ee ar fi rezultate prin arderea completă, deci circa 40/5. 
"După Bronn (1970), în condiţii practice, se pot obţine 100 g masă 
celulară de drojdie din 200 g glucoză, respectiv din 1 111 mmoli, conform 
relaţiei empirice: - KR VD | f "5 


1111 Giel 5810,—100 g drojdie +9441 ATP--2 515 CO; - 
Compoziţia brută a drojdiei astfel obţinută corespunde cu C4, s2Ho, 
302 ali, gëinpe, 0 00 0— loo cole a ui 
^. 0,921 mmoli din acesta polimerizeazá pentru.a forma 100 g proteine, 
cezultind: C4, 44Hz, 0301 soN1, 2190,02- Dura Ka: 


Conform unei alte formulări mai complexe, reacţia de la glucoză pînă 
Ja obținerea a 100 g proteine sub formă de drojdie, exprimată în mmoli, 
este: v S | 2^ $ D , | | ! ; yJ i 1 b 
865,8 C4H4,0,4-2 968,06 . ATP -2 435,9.  NAD-4-1 334,6. ANADPH;4- 
7-1 205,2 NH; 4-0,01 H,O,--503,2 CO2-+0,6 H;O--100g proteină de drojdie 
343,44 HCOOH-+2 968,3 NAOH2+1 334,6 NADP +1 210,7 HO. 
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După Harrison (1967), sinteza a 100. £ drojdie din materii prime cu 

conţinut de zaharuri in echivalenți molari pe bazá de 200 g zaharoză, de- 
curge după următoarea formulă: ` 
0,585 C45H,,0;,4-0,01 NH;4-3,205 O,— CsszHs, 104, as Nos t4, 29 Hoc 
GC 30 CO». 
? Componentele drojdiei în exemplul. anterior reprezintă numai 90, 5 g- 
Restul de 9,5 g este format din derivati de potasiu, fosfor, sulf si alte 
componente. Plecind de la această ecuație, se poate calcula 'consumul de 
oxigen. si dezvoltarea de cáldurá in. procesul de dezvoltare aerobă a droj- 
diei în condiţii practice. Folosind. ecuaţia si luînd ca materii:prime melasă 
-şi săruri de amoniu s-a determinat necesarul de oxigen de 102,5 g ṣi can- 
titatea de căldură dezvoltată de 387. kcal, ‘pentru obținerea a. 100 g droj- 
die substanţă uscată. 

Prin procesul de fermentare odole rezultă O energie . de doar . 
8,160/, faţă de cea de respiraţie, fapt confirmat si de randamentul energe- 
tic scăzut realizat într-o unitate de timp. Sînt necesăre, astfel, 12 molecule 
Ode glucoză pentru descompunere în etanol,: în “vederea obţinerii aceleiaşi 
cantități de energie care ar rezulta. prin. respir alia ' unei singure molecule 
de glucoză. 

La fabricaţia berii, unde. are loc un: proces mixt dé ge Bette a 

hidratilor de carbon pe cale anaerobá si aerobá, circa 980/, din această 
cantitate se foloseşte pentru fermentare si EN pentru respiraţie. 
"^. O măsură pentru aprecierea: energetică a eficienţei utilizării sursei de 
hidraţi de carbon. pentru asimilare de către drojdie reprezintă așa-zisul 
coeficient economic. Prin aceasta se înţelege cantitatea de glucoză trans- 
formată în masă uscată de drojdie, raportată la 100 unităţi ' absolute. La 
fabricaţia drojdiei de panificaţie coeficientul economic poata depăşi 60, 
în timp ce la sinteza de drojdie în procesele de fermentare aicoolică, coe- 
ficientul este de 5—7. 


5. 1. 2; SURSELE DE AZOT 


DERN cum s-a: arătat mai înainte, acestea au un rol important în me- 
tabolismul drojdiilor, acţiunea lor. fiind dependens si de metabolismul 


mai scăzută. Totuşi, ionii sărurilor de amoniu sînt absorbiți mai bine decît 
aminoacizii ea atare, sau în amestec. De asemenea, prin administrarea unui 
exces de uree, creşte: conţinutul de azot al drojdiei. Acesta variază între 
5 şi 10%, în funcţie de compoziția mediului nutritiv si de condiţiile de 
aerare..O mare parte din azotul administrat este transformată în amino- 

| Get proteine, acizi nucleici.si alte componente de. minimá importantá. 

(A La fabricaţia berii un conținut prea scăzut de aminoacizi duce la gene- 
rarea mărită. de alcooli. superiori, cu consecinţe calitative nefavorabile. În 
cazul lipsei unui aminoacid sau a imposibilității biosintezei lui, apar mu- 
taţii negative în structura celulelor de drojdie. de bere. Este vorba, în pri- 
mul rînd, de ar ginină, histidină, lizină si triptofan. 


În general, un, aminoacid este asimilat cu atît mai intensiv cu cit 
proporția sa în amestec este mai mare, cu condiţia nedepășirii unei anu- 


hidratilor de carbon. 
1 In cazul drojdiei de panificaţie natura sursei de: azot are o. importanţă 
A 
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mite limite.. O permează nespecificá asigură transportul, aminoacizilor. în 
interiorul celulelor. Cu cit creşte conţinutul în aminoacizi, are loc si dess, 
compunerea în alcooli superiori. Glucoza exercită un efect inhibitor asupra 
descompunerii aminoacizilor în alcooli superiori. Sporularea în absenţă 
de surse de azot impune acoperirea necesarului din aminoacizii proprii, 
precum şi. din metabolismul. proteic. S-a observat că în această situaţie 
peste 309/, din proteinele conţinute se. transformă, crescind, activitatea 
proteazică de Aë begleete er | "em A9 Fen 

“Prezenţa unor aminoacizi in cantittáti excesive exercită acţiuni toxice 
asupra drojdiilor. Astfel, Middelhoven (1977) citează cazul cisteinei la 
concentraţii de peste 25:mg/l. am n SE : 

Jones şi colab. (1965), determinind compozitia aminoacizilor.din droj- 
die. de. fermentatie superioará a berii, au gásit o. corelatie intre variatia 
conţinutului in aminoacizi cu cea a berii. În primele stadii ale fermenta- 
ției s-a încorporat mai mult azot în drojdie sub formă de aminoacizi decît 
cel absorbit din must. În această perioadă „glicina, «-alanina, prolina și 
amidele au fost .excretate de către drojdie. Peptidele, absorbite din must 
au fost, probabil, sursa acestui azot absorbit de drojdie, care nu poate îi 
asimilat. din aminoacizii mustului. În această fază: drojdia contine cantități 
importante de aminoacizi asimilabili rapid sub formă de acizi glutamic şi 
aspartic, precum si amidele acestora, liziná. şi: argininá.,Surprinde faptul 
că «-alanina a fost constituentul principal de aminoacizi din drojdie, chiar 
şi in.stadiul în care nu a fost absorbită de mustul în curs de fermentare. 

După trecerea perioadei principale de: dezvoltare a drojdiei apare un 
echilibru. între conţinutul total de aminoacizi din drojdie si din must. La 
sfîrşitul fermentaţiei crește conţinutul de aminoacizi din drojdie, preluind 
azot peptidic.din mediu. séi? | dEDM i, Evi io on 

Lewis si Phaff (1965) au studiat fenomenele de cedare a substanţelor 
azotoase din drojdie în mediu, denumind fenomenul „excreţie şoc“. Prin 
realizarea; unei suspensii de drojdie de bere sau de panificaţie într-o solu- 
tie de glucoză se eliminá rapid aminoacizi care se absorb apoi în două sau 
. trei ore. Cantitatea depinde de tulpina de drojdie, de conţinutul de amino- 
acizi intracelulari, de temperatură, dar nu şi de presiunea osmotică, ea 
fiind dependentă si de prezența unui nivel suficient de hidrati de carbon 
metabolizati. Autorii au ajuns la concluzia cá acest soc este rezultatul. 
schimbului de,substante în celulă la fluxul continuu de zaharuri, fermen- 
tescibile prin membrana celulară. ` Loir Ate cito ee Ae one, PR 

În: urma studierii modificării permeabilităţii membranei. de către 
Lewis si Stephanopoulos (1967), prin fenomenul de excretie soc la tulpini 
de drojdie aglutinantă, s-a constatat o scădere. a conţinutului de azot 
a-aminic cu. masă moleculară mică, de compoziţie identică cu cea intra- 
celulară. Compoziţia aminoacidă din interiorul celulelor de Sacacharomyces 
- carlsbergensis a rămas identică cu, cea din mediu, la 60 min după adău- 
garea de Lüüd glucoză. Considerînd alanina drept component de referinţă 
egal cu 100, fractiunile celorlalţi aminoacizi au fost: glutamat — 68, gli- 
cină — 51, serină — 40, liziná — 40, arginină — 22, aspartan — 18, treo- 
niná — 14, histidină — 14. 3203 a Ge" UN, cb rre 

. Excretia-goc este inhibată de ioni de calciu si crește, puternic in pre- 
zentá de n-butanol, datoritá deteriorárii membranei citoplasmatice. Acti- 


217 


vitatea adenozintrifosfatazei celulelor intacte în mediu de glucoză este 
mai mare decît cea a celulelor expuse în apă. + agatat anala AA 
^ Fenomenul de excretie soc este valorificat în unele fabrici de-bere 
din Anglia, unde, la sfîrşitul. fermentatiei primare, se. adaugă cantităţi 
mici de zahăr ca atare sau invertit. Se grăbeşte astfel maturarea și se mic- 
soreazá mirosul de drojdie. De asemenea, prin adaosul de must: proaspăt 
in faza de creştere logaritmică a drojdiei se accelerează procesul, de fer- 
mentare, intervenindu-se astfel in excretia-soc. D; wm 
3.1.3. SUBSTANTELE MINERALE 
“La metabolismul drojdiei. s-a scos in evidenţă rolul favorabil alunor 
cantităţi mici de fosfor, magneziu, calciu, fier si mangan în dezvoltarea 
acesteia. La doze prea mari substanțele minerale pot produce efecte toxice. 
O acţiune pozitivă este exercitată şi de ionii de sulfat, zinc şi cupru 
Dintre toate substanţele minerale fosfaţii: au importanţa cea mai mare 
(Markham, 1967). Aceştia sint consumati de drojdie pentru dezvoltare, iar 
în caz de exces se stochează în celule, putind fi reutilizati în cazul lipsei 
de fosfor în mediu, drojdia: dezvoltîndu-se în continuare. Circa jumătate 
din cenuşa drojdiei, respectiv 2,2—3,69/; constă din fosfati (exprimat in 
P.0;). Există o corelaţie între acest conținut si cel de azot, "o parte de 
P.O; corespunzind cu circa 3 părţi azot. Fosforul participă la transmiterea 
energiei în celulele din drojdie prin intermediul ATP $i ADP, rolul aces- 
tuia fiind evidenţiat la metabolismul hidratilor de carbon. | ^ | 
Potasiul se regăsește în cantităţi de 2,4—2,80/, în drojdie (K20 în s.u.). . 
"Magneziul participă, de asemenea, la metabolismul hidratilor de car- 
bon, la activarea transfosfatazei, a enolazei şi carboxilazei. Celulele de 
drojdie de panificaţie contin 0,1—0,159/,, magneziu (MgO în s.u.): 
` Calciul, prezent sub formă de clorură în mediul de cultură, la con- 
centraţii. de 25—50 mg/L poate stimulà înmulțirea drojdiei Saccharomyces 
carlsbergensis. ` d a Ü 


- 8.14. FORMALDEHIDA 


“Folosită pentru dezinfectia mediului nutritiv, ea nu are o acţiune 
deosebită asupra drojdiilor la doze de pînă la 100 mg/l. Conform cercetá- 
rilor efectuate de Lalacevic-Krajovan (1974) se pot efectua șapte refolo- 
siri ale unei:culturi de drojdie de panificaţie sau de bere de fermentație 
superioárá, fără afectarea capacităţii de înmulţire, dacă ' plămezile si insta- 
„laţiile se dezinfectează cu formaldehidá. ` T ape ern ^ 
"La doze mai mari ale agentului dezinfectant se observă mutante cu 
defecte de respiraţie là culturile de drojdii, situaţie semnalată de Gowan 
la o tulpină de drojdie de bere de fermentație inferioară. LIRE: 


218. ALCOOLUL 
= Dezvoltarea drojdiilor poate fi inhibată de alcoolul rezultat în urma 
a, fermentatiei. La concentraţii” de peste 6%% apar frecvent astfel de feno- 
i Wi deși există tulpini de drojdii ce se pot adapta la medii cu pînă la 
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109/, etanol. Concentratii mari de hidrati de carbon ín mediul nutritiv, 
temperaturi ridicate si pH-uri scăzute micşorează rezistenţa drojdiilor fatá 


de alcool. Day A. şi colab. (1975) au studiat toleranța mai multor specii de : 


Saccharomyces faţă de medii cu 5—150/, alcool, găsind că toleranța cea 
mai mare apare la „drojdiile de tipul Sake. De asemenea, au efectuat în- 
crucișări pentru mărirea tolerantei la alcool a unor tulpini de Saccharo- 
myces carlsbergensis, dezvoltate in musturi concentrate (densitate. 1,09, 
21,5? Plato). Descendenții rezultati s-au. comportat, excelent sub aspectul 
iolerantei față de alcool, dar au prezentat însușiri mai slabe; de Noculare 
decit KH . 


A 1. 6. DIOXIDUL DE CARBON 


Dioxidul de: esiin exercită efecte: inhibitoare asupra. arojăiitor la 


concentraţii foarte mari. În mediile uzuale din industrie, chiar și al folo- 
sirii de linuri închise pentru recuperarea CO, acesta nu influenţează dez- 
voliarea Ro: f | 


E di T. CONCENTRAȚIA IONILOR DE HIDROGEN 


„Efectul pH-ului mediului nutritiv asupra înmulţiri dbginiei we cu- 
noscut de mult timp si valorificat în practică. Acţiunea asupra celulelor de 
Saccharomyces cerevisiae a fost studiată de mulţi autori, printre. care şi 


de Pena A. şi colab. (1972). La un:pH de 7,5 intensitatea de respiraţie si 


randamentul: de creştere a fost cu 60—41009/,. mai mare decît la pH— d 
in diverse medii nutritive cu glucozá la 30*C. Cu .scăderea pH-ului în 
mediul: nutritiv se stimulează pătrunderea protonilor. în celule. La un pH 
de 3,5 si cantităţi suficiente de săruri de potasiu în mediul nutritiv, a. 
crescut pH-ul intracelular, ajungînd la valorile de 7,5. S-a ajuns la conclu- 
zia că celula de drojdie posedă un sistem de transport interior al ionilor, 
un fel de „pompă de protoni“, Acest sistem anizotrop ce necesită energie 
(ATP) este inhibat de concentraţia ionilor de hidrogen din mediul nutri- 
tiv. La creşterea pH-ului mediului are loc o activare. La pH-uri scăzute 


| 
| 
] 


acționează acest sistem în prezenţă de potasiu, ca înlocuitor de hidrogen. / 
Var iaţia pH-ului intracelular are o importanţă deosebită la reglarea. sico 7 


lizei si a respirației celulelor de drojdie. Ea 
pH-ul optim pentru înmulțirea drojdiei este de. 1—7, 9. Pe másura 


3 
multiplicării și a fermentării, acesta scade. În momentul în care mediul 


contine 4,5% alcool, limita inferioară de aciditate pentru dezvoltarea droj- 


€ 


diei corespunde cu un pH de 1,8. Dacá concentratia alcoolicá creste la | 


5,5—6, pH-ul poate ajunge la 2 3, iar la o tărie alcoolică de 8, 5—12 50/0, 
limita de activitate a drojdiei apare la un pH de 3,5. 

Deşi activitatea drojdiei scade la un pH redus, se preferă în Gerten 
realizarea unor astfel de medii pentru prevenirea infecțiilor, deoarece 
microorganismele de infecţii nu rezistă la aciditáti ridicate. La fabricaţia 
drojdiei de panificaţie se coboară pH-ul la valori de circa 4, în primele 
faze. de multiplicare, prin adaos de acid sulfuric. În continuare, pe mă- 


sura progresării numărului de faze de multiplicare, pH-ul. creşte pînă. 


la 5,5 
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Sie, 


3.1.8. TEMPERATURA 


- Are un rol hotáritor asupra dezvoltării celulelor de drojdii. Optimu) 
este situat între 25 şi 30°C. La temperaturi mai ridicate! drojdiile se dis- 
trug. În schimb, celulele de drojdii pot suporta temperaturi foarte scăzute, ` 
pînă aproape de zero absolut. Ele supraviețuiesc mai usgor la rece într-un 

| mediu uscat, decît într-unul umed. Viteza de dublare a unei populații 
ÎN. într-un mediu nutritiv favorabil este de 20 h la 4°C, 15 h-1a:13,5*C, 6 h la 
| 23°C si 5 h-la 28°C. La temperatura de 28*C drojdia își poate mări de 50 
\ de ori masa în 24 h. i 
__ Paralel cu creșterea temperaturii, drojdia poate suporta concentraţii 
mai mari de substanţe nutritive. dex n yi aa 
Experiențele efectuate la temperaturi de pînă la 40°C asupra unei 
tulpini de Saccharomyces cerevisiae au arătat că la peste 30°C. începe A 
| acţiune termică de distrugere, care crește exponential cu temperatura. 
terii o concentrație de glucoză de sub 0,259/, nu poate avea loc o dez- 
voltare a drojdiilor la temperatura de 30?C. akon olm mr" 
Energia de activare a enzimelor respiratorii nu creste liniar cu tempe- 
ratura. Există anumite intervale în care apar salturi ale energiei de acti- 
vare a enzimelor mitocondriale. Salturile cele mai caracteristice sint la 
temperaturile de 14...19?C şi la 19...22?C. Enzimele care participá la 
oxidarea succinatului, in special succinat-oxidaza, succinat-dehidrogenaza 
si succinat-citocrom-c-oxidoreductaza, posedă deasupra . saltului:: termic 
energii de activare de 60—85 kJ/mol si, sub acesta, 90—160 kJ/mol. Spre 
deosebire de acestea, enzimele ce participă la oxidarea NADH prezintă 
energii de activare mult mai mici şi anume 20—35 kJ /mol deasupra sal- 
tului termic si 40—85 kJ/mol, sub acesta! -` 1s 
Activitatea diverselor tipuri de enzime ce participă la procesul de 
fermentare variază mult în funcţie de temperatură. Uer i Cit. oi 

“Heyse şi Piendl (1973) au studiat influenţa temperaturii de fermentare 
asupra activității enzimelor la drojdii din specia Saccharomyces carlsber- 
gensis. S-au luat în considerare temperaturi "de fermentare de 7,5; 10 si 
12,5*C. În sucul celular al celulelor de drojdie distruse cu ultrasunete s-au 
regăsit 13 enzime care, în funcţie de comportarea la diversele temperaturi, 
au fost încadrate.în următoarele grupe: ^. — — our $d5o D e 

_—'enzime a căror activitate crește cu mărirea temperaturii, precum 
maltază şi maltotriază; i | al : T, 


^ —- enzime la care activitatea scade cu creșterea temperaturii, respec- 
tiv hexochinaza; Au l Ty NON. c. | 
| M enzime a căror activitâte începe că crească doar. la temperaturi 
mai ridicate, ca glucoz-6-fosfat-deliidrogeneza. ~ | (af 
To practicá trebuie apreciaţi diverşii factori ce pot stimula sau inhiba 
înmulţirea drojdiilor. Astfel, metabolismul glicogenului la.drojdia:Saccha- 
romyces- carlsbergensis. este influenţat de următorii factori: . | 
— tulpina de drojdie. Se stie cá drojdiile aglutinante sintetizează mai 
puţin glicogen decît cele pulverulente; .. ai "nu 
"—— “temperatura. Cu creşterea temperaturii, în cazul aceluiaşi must, 
se măreşte sinteza de glicogen; SUE | E pi 


— doza de drojdii. La doze de insáminiare de 4 g/ apar celule mai 
sărace în glicogen decit la doze de 12—20 g/l; ai es 
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— 'aerarea mustului. La conţinuturi de oxigeri de sub 1 mg/l are loc 

o ihmagazinare mai bună de glicogen decît la aerări normale de 8 mg O/1; 

— concentraţia mustului. Conţinutul maxim de glicogen apare la 
 musturi concentrate, de 18° Plato; ` pi A. 


— compoziţia mustului. Formarea glicogenului este stimulată de zaha- 
rificári'la temperaturi scăzute, înmuierea slabă a orzoaicei (420/), cît si 
de anumite caracteristici ale acesteia. (ur HN p (Și n îsi 

Comportarea -enzimelor ce participă în ciclul citrat variază, de ase- 
menea, diferit în funcţie de temperatura de fermentare. Fumaraza actio- 
neazá mai bine la transformarea cataliticá a fumaratului in malat la tem-. 
peraturi de 7,5*C, în compartie cu fermentarea la 12,5"C. Drojdiile pulve- 
rulente máresc activitatea izocitrat-dehidrogenazei fatá de cele agluti- 
nante. Lipsa de oxigen (0,2 mg O;/l) duce la o activitate prea ridicată a 
malat-dehidrogenazei. ^ ^ inim PER Pa ia 

Modificările activităţii enzimatice cauzate de factorii tehnologici se 
explică astfel: 3 dgio qu E QM i i 

— drojdiile pulverulente asigură o mărire a gradului de fermentare 
datorită activităţii enzimatice mărite; | 

— schimbări mici în asigurarea cu oxigen duc la activităţi enzimatice 
mult diferenţiate, de la caz la caz; ran No 

.— doze mari de drojdii, precum si temperaturi ridicate favorizează 
producerea. de metaboliți nedoriți, care, influențează negativ însușirile. 
organoleptice ale berii... IU MEO "ui Ate | 


31.9. OXIGENUL 


"Oxigenul nu este absolut necesar pentru înmulţirea drojdiilor, dacă 

în mediu se găsesc acceptori de hidrogen, precum acizii grași nesaturati. 

Totuşi, oxigenul stimulează, înmulţirea, iar în cazul dezvoltării: aerobe, 
respectiv al respirației, are un rol .hotáritor asupra randamentului de droj- - | 
die obţinut din aceeaşi cantitate de materie primă (mediu nutritiv) ` .. = 
La fermentația mustului de bere este:necesar un aport:de aer cores- `~ 

punzátor unei cantități de 6—8 mg oxigen/l must. Cu cît distribuţia este 

mai fină (luminári ceramice, sau plăci metalice poroase, cu. pori de D 
microni), cu.atît creşte eficienţa. `. . i 


` 


La fabricarea drojdiei de panificaţie, în cazul folosirii de dispozitive 
moderne de -aerare intensivă, este necesar un consum de 5 m? aer/kg spor 
de drojdie (279/, s.u.). La instalaţiile clasice, ce folosesc plámezi mai di- 
luate (diluare melasă 1/25), sînt necesare cantităţi de 100 m?/m? plămadă 
și oră, respectiv minimum 15 m? aer/kg spor de drojdie. După Kirsop 
(1976), Saccharomyces cerevisiae necesită cea mai mare cantitate de oxi- 
gen pentru. sinteza sterinelor. Prin introducere de ergosteriná în mediul ~ 
de cultură, necesarul de oxigen poate fi redus considerabil, fiind totuşi. 
indispensabil în decursul întregii perioade a procesului tehnologic. 

Nagodwithana si colab. (1974) au studiat influența‘, concomitentă a 
cantităţii de oxigen dizolvat, a temperaturii, cantității iniţiale de celule 
din mediu şi concentraţiei. de zahăr asupra dezvoltării. celulelor de Saccha- 
romyces cerevisiae, in decursul: fermentatiei alcoolice: Plecînd de la o 


9i. de o NN 


soluţie de miere de albine de 25 *Bx la o însămînţare cu 7 -108 celule/ml, 
s-a putut obţine în 3 h o soluţie alcoolică de 9,59/, la 30^C, dar în condi- 
{ille unei rate foarte mari de mortalitate a celulelor. După 3 h de dezvol- 
tare, practic anaerobă, au supravieţuit. 2,10/, dën cantitatea inițială de 
celule. Procedind la fermentarea aerobá prin introducerea de oxigen în 
mediu la o concentraţie de (än, nu s-a încetinit procesul și: n-a scăzut 
randamentul de fermentație alcoolică, dar rata de supravieţuire a celule- 
lor a fost, practic, de 1009/4. La concentrații mai mari de oxigen in mediu 
a crescut cantitatea de drojdie in defavoarea randamentului de alcool. 
Scázind temperatura la 15*C la o concentraţie de oxigen de 130/, in mediu, 
durata de-fermentare pînă la obţinerea unei plámezi de alcool. de 9,5%/, a 
fost de 6 h. Dacă concentraţia iniţială de drojdii a fost de 1,1- 107 celule/ml, 
a avut loc o înmulţire a drojdiei si într-un mediu cu puţin oxigen.dizolvat. 

În situaţia adaosului treptat de zahăr (miere) in. mediu, în condiţii 
asemănătoare. cu cele de la fabricaţia drojdiei comprimate sau a unor 
procese de fermentare continuă, proporţia de drojdii supravietuite.a fost 
mai mare în toate variantele experimentale, inclusiv în cea anaerobă. 


Vai. do CARACTERUL KILLER: 


` Cercetările intreprinse de Bevan si Makomer (1963), Woods si Bevan 
(1969), Fink si Styles (1912) au evidenţiat existenţa a trei tipuri de celule 
de S. cerevisiae distincte genetic si fenotipic killer sensibile si neutre. 
Caracterul killer este larg răspîndit fiind identificat in populaţiile a 
numeroase habitate naturale ca berea, vinul sake si se intilneste si la droj- 
diile patogene. M ia pp i | 
“Ulterior, tulpini killer au fost izolate la multe genuri de ciuperci: 
Candida, Cryptococcus, Debaryomyces,. Hansenula, Hanesniospora, Kloe- 
kera, Kluyveromyces, Pichia, Schizosacharomyces, Torulopsis,- Ustilago. 
." Existenţa unui antagonism între drojdiile de vin a fost pusă in evi- 
dentá în 1973 de Naumov şi colaboratorii. În studiile de fermentație spon- 
tană a mustului de struguri s-au identificat toate cele trei fenotipuri, cele 
killer si neutre fiind predominante. Young și Philliskirk (1975), Kreil si 
colab. (1976) au constatat că tulpinile producătoare de toxină killer au avut 
o influenţă considerabilă asupra fermentaţiei si calităţii berei şi vinului 
(v. Biologia şi tehnologia drojdiilor, vol.y1, Ed. Tehnică, 1989). - 


3.2. CULTURA ŞI INTRETINEREA DROJDIILOR,, . 


Atit in cazul drojdiilor de panificaţie, cit si a celor de bere, se urmá- 
reste obţinerea în laborator a unor culturi de celule cît mai omogene, în 
ceea ce privește metabolismul, randamentul, viteza de înmulţire, capacita- 
tea de reproducere şi calitatea produsului finit. Zap i 

Înmulțirea culturilor se efectuează treptat, primele faze realizindu-se 
în laborator şi în continuare, în staţia de culturi a fabricii. . | 


222. 


| $23. CULTURI DE DROJDII ÎN LABORATOR 


"| Mentinerea. purității: genetice a celulelor se sbalizeazi prin DT ea m 
celule individuale din culturi ce s-au comportat bine, din probe preluate 
in faza de înmulţire maximă. În cazul dr ojdiilor de panificație aceasta se 
realizează în ultima treaptă de înmulţire, iar la fabricarea beri ii, la crestele 
ce apar în decursul fermentării primare. 


Pentru izolarea de :celule se practică, în funcţie de mediul nutritiv, 
metode cu substrat lichid sau solid. Dintre metodele ce folosesc sub- 
straturi lichide, se citează: cele elaborate de Lindner si Hansen. | 

Conform metodei Lindner se preiau multe picături de must steril în 

care s-au introdus suspensii diluate de drojdii. Acestea se pun pe, lamele 
și se observă la microscop. Picăturile în care s-a regăsit o singură celulă 
se pun pe lamele excavate si apoi în termostat, pentru dezvoltare. 


Metoda Hansen se bazează pe diluári succesive ale unor probe pre- 


luate din eprubete. pînă cînd se constată la microscop o singură celulă. În. 


practică se preferă prima metodă, deoarece, după tehnica lui Hansen nu 
se garantează izolarea unei singure celule. 


Dintre metodele de izolare.pe substrat solid se ec cele elaborate 
de Koch şi de Hansen. După Koch, se diluează succesiv. suspensii diluate 
de drojdii. cu apă distilată în raport de 1/10 pînă la obţinerea unei tulbu- 
rări slabe. Din acestea se inoculează picături într-un mediu. de must-gela- 
tină. După răcire se examinează la microscop și se notează punctele unde 
se observă o singură celulă. Acestea se preiau pentru înmulţire. Se pre- 


feră aplicarea celulelor direct cu un ac. pe mediul nutritiv răcit, realizin- 


du-se astfel probe în puncte (zgirieturi) pe pláci, la distante de 1—2 cm. 

Conform metodei Hansen se folosesc inele de sticlá flambate, imer- 
sate, în vaselină care se apasă pe o lamă. Se introduce in cavitate o pică- 
tură de apă sterilă si se acoperă cu o placă de sticlă Jörgensen pe.care s-a 


aplicat. un strat de must-gelatiná. cu suspensie de drojdie. Se constată. 


celulele individuale la microscop şi se desenează poziţia lor. După 3 zile 
se scot probele cu un perforator flambat și se introduc într-o eprubetă cu 
must steril după recomandările lui Reiff (1960). l 


3.2.2. DETERMINAREA CELULELOR VII DE DROJDIE 


În scopul stabilirii dozei de: drojdie de insámintare sau pentru. apre- 
cierea cantităţii de celule active este necesară cunoașterea cantităţii sau a 
proportiei de celule vii dintr-un amestec. Metodele clasice de tratare cu 
alcool alcalinizat sau prin centrifugare, chiar și numărarea cu camera 


Thomas, sînt considerate depásite. În. prezent, se tinde să se introducă- 


metode: rapide care nu. necesită o calificare deosebită a -personalului de 
analiză. Dintre acestea se citează, în special, testele biochimice. 

Testul biochimic, Se bazează pe formarea de trifenilformazan colorat 
în roșu 'din clorură de trifeniltetrazoliu (TTC) prin transmisia de hidro- 
gen la enzimele oxidante prezente în celulele vii. Reacţia este catălizată 
de enzima trioz-fosfat-dehidrogenaza. 
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Conform metodei elaborate de. Bärwald (1972), suspensia de drojdie 
centrifugată este ţinută într-un mediu tampon, cu soluția de fosfat şi glu- 
coză, cu Läd TTC la un pH de circa 8, timp de 30 min, la temperatura de 

30°C. Reacţia este întreruptă prin. adaos de acid acetic glacial şi colorantul 
extras cu eter de petrol. Extincţia la 490 nm. indică cantitatea-de celule 
| vii. În functie. de grosimea stratului de drojdie se poate etalona.sensibili- 
tatea minimá de determinare, preferindu-se Ligen de 10! ës: Em 
rata de determinare nu depăşeşte o oră. 


Determinarea ATP prin bioluminiscenţă. Pentru 1 numărarea unei can- 
titáti mici de celule vii de drojdie se poate proceda la izolarea obișnuită 
prin filtre cu membraná, extragerea continutului de ATP din celule cu 
dimetilsulfoxid si stabilirea cantităţii extrase prin -bioluminiscenţă pe lu- 
ciferin-lucefirinazá. Durata de determinare este de citeva minute. Se pot 
identifica cantităţi de piná la 1000 de celule dintr-o "ca după Hysert 
ș.a. (1970). 


323. DETERMINAREA INFECTIILOR SI COMBATEREA LOR 


Scăderea activităţii drojdiilor de cultură este atribuită, în primul 
rînd, infecțiilor şi mai puţin condiţiilor nefavorabile de dezvoltare. Meto- 
dele clasice de identificare la microscop sau pe baza sporulării mai rapide, 
ori a termorezistenfei, nu sint eficiente pentru drojdiile sálbatice morfo- 
log asemănătoare cu cele de cultură. În continuare se: T unele dintre 
metodele recomandate în ultimul timp. AC | 


Identificarea cu cristal-violet şi lizină-agar. Cr istal-violetul i in doze de 
20 ppm inhibà dezvoltarea lui Saccharomyces carlsbergensis, dor nu Şi a 
drojdiilor sălbatice din genul Saccharomyces. Acestea pot fi astfel iden- 
tificate, chiar și în cazul prezenţei de 1/1 000 000 faţă de cantitatea de 
drojdie de: culturá, conform cercetărilor efectuate în: Elveţia de către 
Scherrer şi colab., (1969). 

© Lizinagarul: reacţionează pozitiv. cu microorganismele de iitectié 'ce 
nu apartin genului. Saccharomyces, asigurind dezvoltarea acestora. 

" Efectuînd concomitent determinările cu cristal-violet pe mediu de agar 
şi lizin-agar, Seidel a obţinut unele rezultate, prezentate în tabelul 35, cu. 
privire la identificarea de microorganisme de infecţie, atit din genul 
Saccharomyces, cît şi din altele (1972). 


"Din tabel se observă cá drojdiile sălbatice din genul Saccharomyces 
reacţionează pozitiv cu cristal-violet Si negativ. cu lizin-agar, iar cele din 
alte genuri, invers. Speciile de GEN de cultură reacţionează negativ- 
în ambele cazuri.. 


Identificarea cu negru lie ceia ome Seidel (1975) a recurs 
la colorarea cu negru diferenţial (afară de metodele verificate mai înainte, 
cu cristal-violet si lizin-agar), iii ră ni i poete Maig în. tabe- 
lul 36. 

În U.R.S. S Susseva si Velasti (1975) au eră ta Aula de asemenea, 
metode de identificare a infecțiilor cu lizin-agar şi cr istal-violet, ajungînd 
la rezultate asemănătoare, în special în daa Din sote cu Candida, Pichia 
"şi Sevaromyces. ` | ser i 


224 


D 


PM s Tabelul 35 
Eficienţa de identificare a unor infecţii a drojdiilor prin folosirea mai multor metode 
D * D 1 b ' 


' Cristal- 


s— i TA Număr de 
Specia NS violet m tulpini 
Ge 1 ARE 4 agar > examinate 
Saccharomyces carlsbergensis E — — 
Saccharomyces cerevisiae -+$ = — 
Saccharomyces diastaticus .. — Q8 aP PI 
Saccharomyces delbrückii cR + — 
Saccharomyces exiguus MES slab + Er 
Hansenula anomala ck — M 
Pichia membranae Tetber- — SS 
Candida utilis + — ch 
Kloeckera apiculata + cb + 
-+ — slab +. | 


Torulopsis candida 


liens cu. p Lin. Lin (1977). a AraM numeroase cercetări 
pentru identificarea infecțiilor şi diferențierea drojdiilor folosind metode 
asemănătoare. de colorare, cu lizin-agar, cristal-violet, negru diferenţial, 
actidionă, precum și un mediu elaborat de autor, denumit „mediu Lin“. 
El ajunge la concluzia că pentru identificarea rapidă a dr ojdiilor sălbatice 
se pretează cel mai bine o combinaţie de mediu cu lizin-agar şi de tipul 
„mediu Lin*. Acelaşi autor a publicat rezultatele numeroaselor cercetări 
într-un număr de 8 articole succesive în perioada 1974—1977, constatînd 
că dintre filtrele cu membrană, cel mai bine se comportă! cele de tipul 
Nucleopore (policarbonat), care nu prezintă efecte asupra dezvoltării droj- 
diilor de cultură, putînd fi utilizate foarte bine PEN concentrar ea tutu- 
ror drojdiilor sălbatice de infecție. 

Identificarea prin imunofluorescenţă. Haikara (1975) consideră cá me- 
todele de identificare a infecțiilor cu medii nutritive selective sînt prea în- 
cete, operaţiile durînd minimum 48 h. Pentru scurtarea duratei de identi- 
ficare el a elaborat mai multe tehnici de imunoiluorescenţă, preparind an- 
tiseruri pentru. Saccharomyces diastaticus, 5S. uvarum, S. cerevisiae var. 


' Tabelul 36 


; Eficienţa de identificare a unor infecții ale drojdiilor 
folosind Sat diferențial, în comparaţie cu alte metode 


ke aen, i5 
; E Lizin- Negru 
Specia violet S API a atei 
KE îi "T agar -agar | diferential 
Saccharomyces 
carlsbergensis ^  . e "LI ze SEMEA 
Drojdii sălbatice 
. din genul f ec TN j^ 
Saccharomyces `: i vb "e Hipi 
Drojdii sălbatice din KOR TUTO 
-alte genuri po. ips 4 NEI 
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ellipsoideus, S. pastorianus, precum si pentru drojdiile de infectie din 
specia Candida guillermondi. În felul acesta el a putut identifica infecțiile 
drojdiilor de cultură cu .60 de specii de .drojdii sálbatice.din. mai. multe. 
genuri, obţinînd rezultate concludente în circa 80%% din cazurile examinate. 
. O`metodă asemănătoare a fost elaborată de Dolezil şi. Kirsop (1976) 
pentru identificarea serologică a infecțiilor drojdiei de bere cu microorga- 
nisme din genurile Pediococcus si Micrococcus" y 4 
Identificarea cu metode radioactive. Burgeois şi colab. (1973) au ela- 
borat mai multe metode de marcare radioactivă a culturilor de drojdii. În 
urma dezvoltării pe un anumit mediu nutritiv se filtrează cultura printr-o 
membrană care retine celulele de microorganisme. Apoi, membrana se in- 
troduce într-un: mediu cu substrat marcat radioactiv, iar după incubare 
urmează o filtrare, spălarea și măsurarea radioactivităţii ` soluţiei. Pe 
această bază se poate determina rapid. gradul de infecţie al culturilor de 
drojdii. Se: preferă: măsurarea radioctivitátii prin metoda . scintilatiei. 
„Identificarea cu antibiotice, Savel şi colab., (1976) din R.S. Cehoslo- 
vacia, plecind de la tehnici de combatere a infecțiilor cu antibiotice, au ` 
elaborat și o metodă analitică de identificare a infecțiilor pe baza dezvol- 
tării pe plăci cu medii ce conţin tetraciclină în concentraţie de 30—50-ug/mi 
și must-agar la temperatura de 45°C. Urmează termostatarea timp: de 2 
zile la temperaturi de 28... 30*C. În asemenea condiţii, la 950/9 din probe 
s-a inhibat diferențiat dezvoltarea de bacterii, fără a se influenţa negativ 
activitatea drojdiilor. Metoda poate fi aplicată şi pentru controlul infecţiei 
bactériene a.filtrelor de laborator. el o 


Savel şi colab. au elaborat 


2 u o îmetodă pentru identificarea infecțiilor | 
cu bacterii lactice si pediococci prin urmărirea dezvoltării probelor pe un 
mediu nutritiv cu must-agar şi hidrolizat de.cazeină, cu un adaos de 0,3% 


beta-feniletanol (1974). ' - 


3:24. CONSERVAREA CULTÜRILOR DE DROJDII 


. In vederea asigurării de parametri cit mai uniformi în decursul multor - 
sarje de multiplicare sau de fermentare este nécesará conservarea culturi- 
lor de drojdii. După cum se arată si în altă parto, în majoritatea cazurilor 


se observă o atenuare a dezvoltării după circa 10 refolosiri a culturilor de 
drojdii. În momentul constatării unor. fenomene de degenerare, de infecţie 
sau apariţiei de mutante care modifică însușirile drojdiilor, precum şi a 
unei proporţii prea mari de celule moarte, se procedează la schimbarea 
cilturii ^ rw ` Mc oe? E SI | apti 

Metodele uzuale pentru conservarea de culturi de drojdie utilizează 
tehnici de păstrare prin refrigerare, uscare, congelare si depozitare la tem- 


peraturi scăzute. ARAS. 

În microbiologia industrială clasică se practică, în special, păstrarea 
culturilor. de microorganisme în medii nutritive, în baloane, procedindu-se 
apoi la reinoculări în alte medii nutritive, la anumite „intervale de timp. 
De obicei, reîmprospătarea se efectuează la intervale de . 14. zile. 
Drojdiile de cultură nu se pretează pentru astfel de tehnici, deoarece apar 
frecvențe modificări nedorite, alături de pericolul de infecţie. 
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-O metodă relativ veche de păstrare a culturilor de drojdii constă. în 
inocularea pe mediu nutritiv cu must și agar în tuburi sau eprubete ste- 


a wv ss 


satisfăcătoare în cazul urmăririi conservării de lungă durată a culturilor 

dà dengt Pt EE ag 
În momentul de faţă se preferă tehnici de deshidratare în faza lichidă, 

urmate. de liofilizare. «gen qi Berge w 4 (ege | zB 


. ` Deshidratarea sub vid poate fi realizată numai în anumite condiţii, de- 
oarece la temperaturi mai ridicate au loc degradări structurale ireversi- 
bile, iar o deshidratare totală conduce la distrugerea microorganismelor. 
Pentru prevenirea apariției acestor inconveniente se preferă adaosul de 
agenti protectori, precum soluţii de zaharuri, polialcooli, proteine sau poli- 
zaharide. Se presupune, cá acestea pătrund în celulele “de drojdie 
şi împiedică prin prezenţa lor o mărire excesivă a masei celulare. Macro- 
moleculele ce nu pătrund în celule vin în contact cu membranele acestora, 
protejindu-le faţă de o eventuală distrugere. În afară de aceasta, agenții 
protectori asigură menţinerea conţinutului necesar de apă. Conform rezul- 
tatelor: din practică, se obţine o eficienţă satisfăcătoare în cazul folosirii 
de suspensie cu 100/, lápte smintinit înainte de uscare. > :-^^ 00 

. În ultimul timp se recurge la metode de deshidratare prin absorbția 
umidității cu substanţe higroscopice, precum silicagelul și altele. Drojdiile 
cultivate în must se suspendă în lapte smintinit ai se pipetează în tuburi 
umplute pe. jumătate cu silicagel, sterilizat în prealabil. După o păstrare 
timp de o săptămînă în exsicator tuburile se închid şi. se. depozitează în 
“frigider. Pentru recultivare se introduc cîteva. cristale de gel de silice 


(silicagel): în mediu nutritiv și apoi se procedează la diluare. După o nouă 
închidere a tuburilor culturile sint apte pentru o păstrare timp de pinà 
la 15 ani. ie 2, ael 2 ma iib m j 
În vederea conservării culturilor de .drojdii prin liofilizare celulele sus- 
pendate în soluţii protectoare sînt supuse congelării şi apoi uscării sub 
vid. Se obțin astfel produse foarte poroase de celule deshidratate care pre- 
lau apa foarte repede dupá reumezire. Din cauza suprafetei mari de con- 
tact cu -aerul si a pericolului de oxidare, culturile astfel deshidratate: se 
păstrează sub vid sau sub atmosferă protectoare de gaz inert. . 
"Desi s-au elaborat mai multe tehnici de conservare. a culturilor de 
drojdii prin liofilizare, nu s-au obținut aceleaşi: rezultate ca în cazul altor 
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microorganisme, în special a bacteriilor, sustinindu-se că rata. de supravie- 
tuire a drojdiilor este prea scăzută. ` No HDI am ES | € 
^. Concluziile diverselor cercetări din ultimul timp în legătură cu efici- 
enfa conservării drojdiilor. prin liofilizare sînt. contradictorii. Unii autori 
au observat în afară de o rată slabă de supravieţuire, frecvente mutații 
şi modificări ale însușirilor culturilor de drojdie, mai ales în ceea ce pri- 
veste necesarul de vitamine pentru dezvoltare, cît şi apariţia de mutante 
cu defecte de respirație. — = ^ - "ne ant A ' 

Windisch (1977) a prezentat o trecere în revistă a principalelor lucrări 
efectuate în acest domeniu, comentînd concluziile a 26 de cercetări. Rezul- 
tatele cele mai slabe în acest domeniu au fost semnalate de Wellman și 
Stewart care, deși au, folosit tehnici de liofilizare la temperaturi foarte 
scăzute, de —196*C, au renunţat la această metodă din cauza apariţiei de- 
fectelor de respiraţie, a micșorării însuşirilor de floculare si a scăderii in- 
tensitátii de fermentare la culturile de drojdii de bere. Pentru mărirea ra- 
tei de supravieţuire, Fiechter a folosit un mediu de cultură din ser de sînge 
de cal şi glucoză. În astfel de condiţii, a putut asigura o rată de supravie- 
tuire după liofilizare de 1%, iar cu mediile clasice, de numai 1%/. Pentru 
mărirea ratei de supravieţuire, Pedersen recomandă, folosirea unui. mediu 
cu conţinut de 10,50/, dextran, Däi zaharozá si 1%/, glutamat de sodiu. 
După liofilizare el a realizat astfel. o rată de supravieţuire a culturilor de 
drojdii de 160/,, față de numai 0,10/ în cazul folosirii în prealabil a unei 


suspensii în apá. că | : | E 
Barney M. si Helbert J. (1975) recomandă pentru liofilizare tot, medii 

de ser de sînge de cal şi lapte smintinit, indicate mai înainte și efectuarea 
congelárii.sub vid Ja —30?C. În aceste condiţii au obţinut o proporţie de 
supravietuire mult mai mare si o mentinere a insusirilor: mai bună decit 
la metode de conservare.clasicá în tuburi înclinate, cu mediu de agar si 
acoperite cu ulei. C na d iat yr Nec deti Së a 

Rezultate mai bune în privinţa conservării culturilor de drojdii prin 
liofilizare a obținut Kirsop (1974), care ajunge la concluzia că stabilitatea 
biochimicá, morfologică st. a însuşirilor. brasicole în condiţii de rată satis- ` 
făcătoare de supraviețuire: este. asigurată pentru o conservare de pînă la 
IQianie! afai | TC DT in quini) odit rer iling: 

^ Pentru prevenirea apariţiei de mutante în cazul conservării de lungă 
durață a suşelor dé drojdii, Silva M. T. şi colab. (1973) recomandă o tratare 
preliminară a culturilor într-un mediu care contine 0,6%/ permanganat de 
potasiu si 10/, oxid de osmiu. Fotografii efectuate la microscopul electro- ` 
nic au arătat că astfel se menţin intacte structurile vacuolelor si ale ribo- 
zomilor, forma nucleului si a membranei celulare. da: 

Pentru mărirea eficienţei metodelor. de conservare prin frig, fie că se 
procedează doar la o simplă congelare, fie la liofilizare, se recomandă apli- 
carea următoarelor măsuri: cpm t, | 


— eliminarea preliminară. a :mediului. clasic. de. cultură. prin spălare 
riguroasă a celulelor cu apă si folosirea unui mediu adecvat pentru tehnica 
de congelare sau liofilizare; . : x | 
= «= reglarea vitezei de congelare astfel încît să dăuneze cit mai puţin 
celulelor: Viteza optimă: de răcire este de 0,7*C/min; | 
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. — prepararea cu grijă a suspensiilor de drojdii după 'conservarea lor 


prin congelare sau uscare, folosind la început apă distilată și: apoi soluții 
„nutritive verificate. ` EX RA i 


Metoda cea mai-perfectionatà. de conservare. a: culturilor: de drojdii 
constă, după Rehberg (1976), în răcirea la temperaturi foarte scăzute. Pen- 
tru acest scop, celulele de drojdii în suspensie se introduc în tuburi capi- 
lare care se închid si se procedează la răcire lentă pînă la realizarea unei 
temperaturi în interiorul tuburilor de —40?C. In continuare, probele. se 


introduc în băi cu azot lichid, care asigură răcirea la —190*C. In. cazul- . 


răcirii rapide au. loc apariţii de cristale de gheaţă pe celulele de. drojdii, 
care provoacă degradări mecanice. Prin răcirea lentă formarea gheții în- 
cepe în afara celulelor.. rm 


3.2.5. DEGENERAREA DROJDIILOR, 


După un număr de refolosiri ale culturilor de drojdii apar fenomene 
de inr&utátire a însușirilor. Acestea, în cazul drojdiilor de panificaţie, se 
manifestă prin randamente mai slabe de înmulţire şi puteri mai mici de 
creștere a aluatului; iar în situaţia drojdiilor de bere, prin micşorarea vi- 
tezei si a gradului de fermentare; alături de înrăutăţiri ale calităţii berii. 

Degenerarea este un fenomen biologic natural după 8—20 :refolosiri 
ale culturii de drojdii, dar poate apărea si mai devreme în cazul unor con- 
ditii;necorespunzátoare de dezvoltare, ca: temperaturi prea ridicate, pàs- 
trare îndelungată pînă la refolosire, purificare insuficienţă, compoziţie ne- 
adecvată a mediului de cultură, calitate necorespunzătoare a apei, prezență 
de metale străine nedorite sau de alte substanţe toxice sau inhibitoare pen- 
tru dezvoltarea drojdiilor. | îi. 7] utr sex] DG ue 

. Pentru aprecierea. stării fiziologice a drojdiei sub aspectul gradului 
de degenerare, Armit (1974) a elaborat o metodă. de. apreciere colorime- 
trică. Ea se bazează pe intensitatea de colorare cu albastru de metil şi sa- 
franin. Pe acest criteriu s-a elaborat o clasificare în patru trepte de gene; 
rare, clasificare care'se aplică în industria berii din Australia. 

Uneori se observă apariţia de fenomene de stres ale drojdiei de însă- 
mintare. Procesul se accentuează dacă în mediul de cultură se adaugă o a 
două sursă de. hidraţi de carbon. Fenomenul apare la amestecuri de melase 
în cazul utilizării lor pentru fabricarea de drojdie de panificaţie, precum si 
în situaţia adaosului de zahăr în mustul obținut de bere. În ultima situaţie, 


după realizarea unui grad de fermentare de circa 500/,, activitatea droj- 
diei scade foarte mult, ca urmare a unei represii atribuite conţinutului 
prea ridicat de glucoză. Fenomenul poartă denumirea de „half-way-stress, 
fiind semnalat în special în ţările anglo-saxone, cu predilecție in: Australia. 
Problema a fost tratată pe larg de către Nichihawa (1974). F 


/3.3. TEHNOLOGIA DROJDHLOR DE PANIFICAȚIE 
Drojdiile de panificaţie reprezintă culturi de Saccharomyces 'cerevi- 


siae inmultite treptat în mai multe faze, în condiţii puternic aerobe. Aceste 
culturi sînt capabile să fermenteze aluatul de piine, făcîndu-l. să. crească 
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prin reținerea unei părţi din dioxidul de carbon degajat. Ca urmare a aces- 
tei: acumulări, aluatul își măreşte volumul, fenomen denumit „dospire“ 
sau „fermentare“. De altfel, capacitatea de dospire (puterea de SION 
este: principalul indice de calitate al drojdiilor de panificaţie.” 

"Pentru. înmulţire drojdia necesită un; mediu nutritiv adecvat cu. con- 
ținut de carbon, azot, fosfor, săruri şi substanţe biostimulatoare, tempera- 
turi de 30. 35°C, pH-uri în domenii slab acide și lipsă de surse de in- 
fectii în mediul de multiplicare. În practică, înmulţirea are loc, de cele mai 

multe ori, în 5—6 faze sau trepte, denumite impropriu generaţii. În pri- 
mele două faze înmulţirea este similară cu cea a drojdiei cu bere din sta- 
Da de culturi, predominind faza anaerobă cu generare de alcool. Începînd 
cu treapta a treia de multiplicare se procedează la aerarea puternică, pre- 
ferînd alimentarea treptată cu cantităţi mici de substanțe nutritive, atit 
cit este necesar pentru asimilarea drojdiilor, pentru a conduce procesul în 
favoarea multiplicării, deci a producerii de biomasă si nu în aceea a gene- 
rării de alcool. 


O altă. caracteristică a acestor. Bel i au ret | că i pot folosi drept 
sursă de carbon pentru. multiplicare si alcoolul din mediu si cá, in functie 
de condiţiile de aerare, pot. predomina procesele de multiplicare a celule- 
„lor sau de. generare. de alcool, uneori urmărindu-se concomitent ambele 
obiective, respectiv., obținerea atit a eire jt 2 de E panificație, cit si a alcoo- 
lului. | 

 Drojdiile de panificatie se lech fie în ziv lichidă, ades inl ile 
lapte, asa cum rezultă in urma proceselor de multiplicare, De prin deshi- 
dratare, in vederea-măririi: concentraţiei Și a stabilităţii. În ultimul caz se 
aplică procese de centrifugare, spălare în: mai multe trepte! și deshidra- 
tare prin presare sau filtrare. În final, rezultă o drojdie comprimată cu un 
conţinut în substanţă uscată de 26—330/. În aprecierile "comparative se 
recurge la drojdia cu un conţinut în s.u. de 2794. Această drojdie poate 
fi uscată în continuare, în condiții blinde s la conţinuturi în s.u. de 
circa: 930/0." e 


33. 1: MATERII PRIME 


După cum s-a arătat mai înainte, drojdia de pairie, necesită ma- 
terii prime cu conținut de hidrati de carbon, azot, fosfor, diverse săruri 
si biostimulatori. ` 

Culturile de Saccharomyces cerevisiae pot. asimila numai hexoze. 2 
consecinţă, se folosesc materii prime cu conținut . de amidon sau de. alti 
hidrati de carbon ce pot fi scindati in hexoze. Dacă înainte se. foloseau, 
de preferinţă, plămezi de cereale, începînd cu primul război mondial se 
utilizează ca materie primă, în special, melasa. Aceasta conţine, în afară de 
hidraţi de carbon, substanţe azotoase si biostimulatori necesari pentru dez- 
voltarea drojdiilor, deși nu în cantităţi suficiente pentru înmulţirea celu- 
lelor, motiv pentru care trebuie folosite si săruri cu conţinut de azot, fos- 
for şi biostimulatori. Conservabilitatea melasei: este de lungă EE cu 
pierderi minime, iar manipularea uşoară. ^ 
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Compoziţia” medie a melaselor obținute prin procedee clasice de fabri- 
catie a zahărului şi: recomandate pentru industria drojdiei de panificaţie, 
după Rotaru (1972) şi Schiweck (1977), este prezentată în tabelul 37. a> 

| e .... Tabelul 37 


- Compoziţia melaselor recomandate. pentru fabricarea drojdiei de panificaţie ` -> 


. Concentratia medie, Dia, după: . 


T i E Mb. Stan-,: à pf P» "m. ES 
. Componentul. ; j ud Mil le: crasa .| Vogel- .| Standard. 
n. Soczynski | fosta | Schiweck |- busch „| România ` 
R.D.G. : - P 
Substanţă uscată,- e Téi - "i huj) Ra — 
in, minimum . (emn Wan aq eoo 50853: 0c qos meum opo ër 
Hidrati de carbon polari-| |. . us (UR ui 1 CA Ri 
metric, //o minimum |: 45, 4T sAile A :46 45 
Zahăr invertit, Ma, ean " 24-1 yas * xo 
maximum : | RS — 0,1—0;5 ALEE > PAL 
at. kan | uno. maximum 
SOs, Die, maximum - 0,03. dell: Sr Ma ët on JU qi d i 
Acizi volatili, dei j dle ru. MAAA az, deif. à = pă i 
maximum .:; 14 — w 1 1,2 
Azot total, y/o `... 
. minimum : i 1,4 — 2 Lä 14 
Azot asimilabil, o, | sn 
minimum ^" "ueemmbb cpu CROWD, A Gë: ater * 04 
Cenusá, %, maximum . 2 l]bbnedbrly eee c: BER m 12; 
pH-ul minim. l "EE MERO oL non Seal zau dat îti 


EES (A E eeng 


în afară de melase se pot folosi produse asemănătoare, denumite pa- 
ramelase si- produse destinate înlocuirii melaselor, denumite, după Olbrich 
(1977), pseudomelase, ` | Wës" ` VE Sa bd weg 
Dintre paramelasele folosite se indică. hidrolul, ` respectiv siropul- 
mamă! de la fabricaţia dextrozei, siropul-mamă de la fabricaţia Jactozei şi 
borhotul de la fabricaţia xilozei. ^ ^^ deg I2 PT: 
-Hidrolul se caracterizează printr-un . pH. de-4—A4,5, conţinut în sub- 
stantá uscată de .70—809/5, din care zaharide minimum. 520/,; azot total 
0,05—0,070/5 si cenușă 4—4,5%0. În comparaţie cu 4melasa, hidrolul, desi 
are mai multi hidrati: de carbon la același conţinut. de substanţă uscată, 
este mai; puţin valoros, necesitind. mai multe adaosuri de săruri nutritive 
Si biostimulatori. Totuşi, el este folosit pe scară largă în S.U.A. la fabri- 
Catia drojdiei, de panificaţie. ` | ai apr tf Wt i 
. In industria lactozei obținute din zer rezultà un sirop-mamá incadrat 
tot in categoria paramelaselor. El prezintă un conţinut în substanţă uscată 
de. 50— 8559/5: lactoză 22—289/, substanţe organice cu conţinut, de azot 
10—129/, si substanţe minerale exprimate in cenusá de 9—120/. Fiind un 
reziduu cu utilizări minore în scopuri furajere, acesta se poate folosi: eco- 
nomic şi la fabricaţia drojdiei, mai ales datorită faptului că el contine cana 
tități importante de compuşi organici de azot. ZER KM ars 
Xiloza rezultă la fabricaţia xilitei din cereale, paie, tirite şi altele; 
Fiind o pentoză obţinută pe cale hidrolitică din hemiceluloză, aceasta con- 
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stituie o materie primă de perspectivă, utilizată pe scară experimentală 
în Finlanda. Ea are un pH de 6—7,.un conţinut total de zaharide ae 80%, 
din care 10% hexoze si 709/, pentoze. 

Din cauza conţinutului redus de biostimulatori ai i melaselor, in special 
cele rezultate la fabricile de zahăr din sfeclă ce aplică în procesele de pu- 
rificare a zemurilor schimbătorii de ioni, se practică în S.U.A. producerea 
de pseudomelase. Acestea sint siropuri cu compoziţie asemănătoare cu cea 
a melasei, dar cu valoare nutritivă:ameliorată. 

. Droidia de panificaţie necesită substanţe nutritive cu NE it de 
azot, atît de provenienţă organică cît şi anorganică. În fabricile moderne 
azotul asimilabil al melasei este singura sursă de azot organic pentru acest 
scop. Se ştie că din conţinutul de azot de circa-2%/, al melasei, în funcţie 
de provenienţă. şi procesul tehnologic. se regăsește 0,4-—1,20/, azot. asi- 
milabil, din care acid glutamic. 40—550/, acid «-aminobutiric:4—110/0, 
acid asparagic 2,5—99/,  alaninà 2,5—120/0,  seriná 1,5—59/5. glicocol 
1,5—49/,, izoleucină : 1,8—3 in, Latz: 1,8—3,20/,, tirozinà. 1—3,5% 
şi valină  1—2,50/9. 

Pentru aprecierea gradului de asimilare a azotului din melasă s-a in- 
trodus noțiunea de factor de asimilare, sub denumirea de valoare. de NAF. 
Melasa de sfeclă are o valoare NAF de circa 0,7, ceea ce înseamnă..că in 
100 kg melasá sînt conţinute 700 g azot asimilabil. Olbrich (1973) a analizat 
aspectele multiple ale utilizării melasei ca materi ie primá pentru fabricatia 
drojdiei de panificaţie. 

În multe fabrici de drojdie se folosese adaosuri de germeni de malt 
ca surse de azot organic. Extracţia se realizează cu melasă diluată acidă, 

la un pH de 4—4,5. Se obţin astfel 2,39/; azot solubil si 1,8 GC fosfati so- 
lubili, necesari pentru înmulțirea drojdiei, metodă practicată în MER. in 
U.R.S.S. (Lavrenteva, 1973). 


Melasa administrată asigură un conţinut de azot asimilabil. de numai 
circa 0,4/0, față de 1,6—1,80/, cit necesită masa celulară. Diferenţa se 
acoperă prin adaos de:soluții de săruri nutritive. Se tine cont de faptul că 
- apar pierderi de circa 70/5, deoarece o-parte din azot este excretată în urma 
“metabolismului, ajungînd din nou în mediul nutritiv, (Kautzmann, 1969). - 

Principalele surse de azot din soluţiile de săruri nutritive le repre- 
zintă apa amoniacalá şi sulfatul de amoniu, care contin circa 210/y com- 
ponent util..Uneori se utilizează diamonfosfat de calciu care, în afară de 
fosfor, contine circa 18%/ azot. Mai rar se folosește uree. 

O problemă mai dificilă apare la satisfacerea necesarului de fosfor 
deoarece melasa conţine cantități infime, iar celulele de drojdii necesită, 
în ultima fază de înmulţire, un conţinut 'de circa 0,8%, exprimat în ëch 
iar cele de maia — 1,104 (raportat - la drojdiile cu 270, s.u.). Deoarece 
fosforul joacă un rol important în metabolismul drojdiei, participind la 
reactiile de transfosforilare legate de formarea 'biomasei, se folosesc soluţii 
de săruri nutritive cu conţinut de fosfor anorganic pentru satisfacerea 
acestui necesar. De cele mai multe ori se utilizează în acest scop soluţii 
de superfosfat sau de diamonfosfat de calciu, cu conţinut de P,0; 
de 14—16, respectiv de 45%. Pină nu demult se urmărea asigurarea 
unui exces de fosfor. S-a constatat, însă, că excesul nu aduce avantaje, 
dimpotrivă, dăunează procesului de multiplicare a celulelor de drojdie. 
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Dozele de: fosfaţi trebuie coordonate strict cu cele de azot. Se preferă 
realizarea de soluţii nutritive în amestec la.un raport de P,O5/N —0,4— 0,6. 
in astfel de conditii, pierderile de acid fosforic condiționate de metabo- 
lism sînt de 11—139/. Dacă raportul creşte la 0,8, pierderile ajung la 
circa 3004. Necesarul biologic este cel mai bine acoperit la un raport 
de P,O;/proteine—1/14. În felul acesta se ajunge la obținerea drojdiei 
comprimate cu un conţinut în proteine de. 40% şi de P,O5.de pînă la 2,89/, 
raportat la s.u. ILI" icon Uer 
Dintre celelalte săruri necesare metabolismului - drojdiei,- Rotaru 
(1972) indică, în primul rînd, cele de magneziu, deoarece drojdia compri- 
mată contine 0,1—0,159/, MgO, raportat la s.u. Acest.necesar, precum si 
cel de potasiu, este acoperit de către melasele de compoziție normală. 
„_ Despre importanţa biostimulatorilor în metabolismul drojdiei s-a 
arătat in alte capitole. -Deşi nu se cunoaşte exact rolul acestora, se ştie 
că celulele de. drojdie necesită factori de creştere cu conţinut de biotină, 
acid pantotenic, inozitol, tiamină și piridoxinà. | M: 
Melàsele de sfeclá de zahár contin cantități suficiente de inozitol si 
acid pantotenic, dar sînt de multe ori deficitare in biotină. Pentru reali- 
zarea unei tone de drojdie cu 279/, s.u. sînt necesare 1 000 g de inozitol, 
0,25 g biotiná si 44 g pantotenat de calciu. Melasa de sfeclá de zahár con- 
tine peste 5 000 g inozitol, circa 0,02 g biotiná si 50—110 g acid pantote- 
nic/t. Pentru acoperirea deficitului de biotinàá se preferă amestecarea cu 
melasă de trestie de zahăr, care conţine circa 2 g biotină/t. De cele mai 
multe ori se introduce o cantitate de 1007, melasă de trestie, faţă de cea 
de melasă de sfeclă. Necesarul de substanţe: biostimulatoare poate fi aco- 
Ferit si prin adaos de extract de porumb sau de infuzii de germeni de 
malt, după cum arată Butschek si Kautzmann (1962). i birt ee 
„Extractul de porumb contine 60—1004/100 e biotină,.doza necesară 
fiind de 40—60 kg/t melasá de sfeclă. Bree Eos win 5i 
Infuziile de radicele de malţ se prepară prin amestecarea eu apă, 
încălzire la temperaturi. de pînă la 85*0 în mediu slab acidulat si răcire 
după circa 1 oră. l | j Ae: | ipe 


3.3.2 AERAREA 


Celulele de drojdii sînt facultativ aerobe, iar respiraţia puternic ae- 
robă este o condiţie indispensabilă pentru generarea de masă celulară. 
Sub aspectul importanței în metabolism oxigenul se situează imediat 
după hidratii de carbon. Oxigenul administrat sub formá de aer nu ser- 
veste numai pentru metabolismul de sinteză al masei celulare, ci el antre- 
neazá dioxidul de carbon, precum şi alte produse volatile. si provoacă 
agitarea mediului. Astfel, celulele de drojdie ajung în contact intim cu 
substanțele nutritive ale mediului. ah, h 

Problema aerürii corecte este complexă, depinzind de mulţi factori 
legati atît de solubilitatea oxigenului în plămadă, de. parametrii con- 
Structivi ai utilajelor, :cît si de particularitátile drojdiei. Solubilitatea oxi- 
&enului în apă este mică, el trebuind să fie trecut rapid din faza gazoasă 
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în soluţie şi de acolo in masa celulară. Viteza de trecere din faza gazoasă 
a oxigenului în soluţie, după Finn (1954), se exprimă. prin formula: 


qui ^ ; 
"ee e , 


` 


-$n care: sur. Pec | 
-  de/dt' este viteza de solubilizáre a oxigenului; - 
K, . — coeficient de transfer al masei; 
iq 2 — suprafața de contact, . CH apos unn 
Gu  +—' concentraţia de echilibru a oxigenului în faza lichidă; 


-Cr — concentrația oxigenului în faza lichidă în: momentul de- 
Op terminării... ^ THE 
Coeficientii Jk: şi suprafaţa a“ nu pot fi determinaţi separat, dar în 
condiții date produsul lor este constant, dînd astfel, un indiciu. despre 
capacitatea de absorbție a oxigenului într-un sistem de aerare. ^. 
Viteza de solubilizare poate fi: determinată cu o oarecare eroare, în 
„laborator, prin “măsurarea oxidării sulfitului. de sodiu într-un curent de 
aer, în prezenţa unui catalizator de cupru. Se exprimă prin milimoli de 
oxigen absorbit/orá si litru de mediu. Prin! înmulțirea rezultatului cu 32 
(masa moleculară a oxigenului) se obţine rezultatul exprimat în mg O;/1 
Spese her] i [nm g | 
t. -Viteza de solubilizare a oxigenului: poate: fi- determinată pe scară 
industrială cu ajutorul unui electrod 'eare/permite măsurarea instantanee 
a concentraţiei în soluţie. Pentru! acest scop “este necesară ` cunoaşterea 
presiunii parţiale optime din mediu. Aceasta este de „circa 0,2. ppm,. ne- 
fiind constantă. Ea este influenţată, după 'Johnson (1967). de următorii 
parametri: TEN gi i | | 
_ reducerea consumului. specific de oxigen consumat, independent 
de concentraţia acestuia din mediu; SEA CR n 
.— micşorarea activităţii enzimatice din sistem; 
__ reducerea “difuziei de către “alți parametri fizici care intervin ín 
apropierea suprafeţei celulei (tensiune superficială). . | 
În situaţia influentárii de către activitatea citrocromoxidazei, relaţia 
dintre consumul specific de, oxigen şi viteza de creştere a drojdiei este 
dată de relaţia: d Ke e 


m tos Ne. ek 

în care: . | | Kelt, 5 Re, 
'P' este consumul specific de oxigen; 
Dis — consumul specific maxim de oxigen; 
B. — cantitatea de drojdie din sistem, — ` 
p^ — —. viteza de creştere a drojdiei, ^ 
"TJ, — tensiunea de oxigen din sistem; , . 
K,  — constanta Michaelis (2,84:107*M); - 
K, — constantă. gr " 


- Din relaţia anterioară reiese cá tensiunea de oxigen din masa mediu- 
lui este aceeasi cu cea de pe suprafața enzimei Și constimul specific de 
oxigen este proportional cu generarea de-mase de drojdie: ` EL 


234 


Gradul de difuzie în masă este dat: de relația: 
PQ-KSB(TQ—TQ-—K,Bu, ` 


in care: 


“Te este tensiunea de oxigen din celulă, sau, la inceputul. reacției 


„enzimatice; . 
Kə = constantă, 


In condiţii de alimentare continuă viteza specifică de dezvoltare a 
drojdiei este de 0,08—0,15 multiplicări/h, ea fiind dependentă de tensiu- 
nea de oxigen care, în mod uzual, variază între 0,9 si 6,5 mm Hg. . 
| Coeficientul de transfer de masă de oxigen Kr este.influenţat prin 
adăugarea de agenti tensioactivi.. În concentraţii foarte mici de astfel de 
agenţi, produsul Kz:a (a = suprafața bulelor) scade rapid. O, cantitate 
mare de agenți tensioactivi generează o creştere a acestui produs din 
cauza dimensiunilor. mici ale bulelor de oxigen: şi a creșterii suprafeţei 
totale. Absorbtia oxigenului. este influențată de prezența de proteine şi 
de etanol, .fiind dependentă, de temperatură, Din aceste motive consu- 
mul necesar pentru aerare nu poate fi prestabilit exact pe baza măsurării 
oxidării cu sulfit de sodiu. — . TM e Liewe d 

Cu, privire la distribuirea aerului în mediu intervine suprafața de 
contact dintre acesta si plămadă. Cu cît suprafaţa este mai mare, respec- 
tiv bulele de aer sint mai mici, cu atît se. dizolvă mai mult aer în mediu, 
iar indirect scade. consumul specific.al acestuia. De asemenea, cu cît dis- 
tribuția aerului este mai fină, cu atit se. pot folosi plămezi mai 'concen- 
trate.. și creşte atit viteza de multiplicare, cît şi randamentul în: drojdie. 

În condiţiile practice se consumă circa 1 g oxigen pentru realizarea 
unui gram de drojdie substanţă uscată. Consumul specific variază. şi în 
funcție de compoziția drojdiei. Astfel, după Harrison (1967), este nece- 
sară o cantitate de 1,025 g O, pentru dezvoltarea unui gram drojdie s.u.. 
„Cu un conţinut de 44,6%. carbon, . 6,104: hidrogen, 31,2744 oxigen 

Si 8,50/, azot. La randamente mai mici sînt necesare consumuri mai mari 
de oxigen. În general, se consideră în astfel de calcule că singurul fur- 
nizor de carbon trebuie să fie hidrat de carbon,. neglijindu-se formarea 
de subproduse, precum etanol şi acetaldehidà. . bobo 

In conditiile din practică se înregistrează o “creștere de pînă 
la 0,40% s.u. in ultima oră de fermentare, consumindu-se pentru 100 1 vo- 
lum de fermentator 400—450' g 0,/1. Din cantitatea de oxigen, maximum 
20%, este preluată de către lichid. Lao concentraţie de 7 mg/l se ajunge la 
saturatia practică. Această cantitate se consumă în mai puţin de 10 secunde 
in decursul respirației celulare la concentrații ale drojdiei de 12 g s.u./1 
Pentru asigurarea unei viteze ridicate de multiplicare a celulelor este 
necesară o aerare continuă la un nivel cît mai aproape de cel de saturare 
cu oxigen. al plămezii. Aceasta, la rîndul ei, depinde de sistemul. de dis- 
ribuire a. aerului, de compoziţia plámezii, cît şi de înălţimea stratului 
de lichi$ 9e e aaa T Cab Ec MER a T 

“Cantitatea de oxigen absorbită poate creşte prin utilizarea de -oxigen 
Bazos sau de amestecuri: ale acestuia cu aerul. De asemenea, este posibilă 
inlocuirea acestuia cu apă oxigenată, introdusă direct în plămadă. Celu- 
lele de drojdie contin. suficientă catalază pentru a elibera oxigenul și a 


235 


stimula astfel multiplicarea drojdiei. Din considerente economice, astfel 
de tehnici încă n-au fost introduse în practică. 
Capacitatea de aerare poate fi mărită prin agitarea masei. Maxon și 
Johnson au determinat eficiența aerării, exprimată în milimoli de oxi- 
"gen, raportat la litru și oră (mmol O;/l si h), în funcţie de debitul de 
aer şi de agitarea mediului, la variaţii ale turatiei agitatorului între 550 
si 1 660 rot/min. , e ZB | í Dm Ri 
Land în considerare tuburi simple de aerare a, agitatoare tip elice b 
si dispersoare (elice gáuritá pe o parte, în mod asemănător cu aspersoa- 
. rele) reprezentate prin c, s-au găsit valori medii, funcţie de raportul 
dintre volumul de aer si volumul de mediu înmulţit cu durata de agitare, 
exprimată în minute, după cum reiese din fig. 72. | i 
O importanță deosebită are sistemul constructiv al instalaţiei de 
aerare, solubilizarea oxigenului în masă variind de peste 10 ori la diver- 
sele instalaţii, funcţie de particularitátile constructive. X" 


Conform tehnologiei clasice se folosesc tevi perforate si serpentine, 
de preferintá din cupru, cu diametrul de pînă la 1,5 mm, prin care se 
suflá aer la presiuni de piná la 7 bar. Pentru obtinerea de bule cit mai 
mici la viteze reduse s-au înlocuit ţevile clasice de aerare din cupru cu 
altele din oțel inoxidabil, găurile avînd diametrul maxim de 0,3 mm. În 
felul acesta se poate realiza trecerea unui volum de aer egal cu volumul 
fermentatorului în decurs de 1 min. Randamentul de solubilizare este 
- de 10—15% (fig. 73). hono Ada ip i 

.'* jn perioada dintre cele două războaie mondiale s-au folosit aeratoare 
din material ceramic sub formă de luminári sau cilindri poroși. Aceste 
dispozitive asigurau: o distribuire fină a aerului, dar prezentau inconve- 
nientul agitării insuficiente a plămezii şi al curăţirii greoaie. | 
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Fig. 72. Eficienţa aerá-. ` Fig. 73. Sistem clasic de ae- ` ` 
rii în funcţie de debit . rare cu ţevi orizontale. 
şi de modul de agita- di 

re a mediului. 


- Progrese importante în tehnica aerárii au fost realizate după elabo- 
rarea de instalaţii rotative. Din cauza diferenței de viteză dintre aer şi 
lichidul înconjurător s-au putut genera efecte puternice de aerare, care au 
contribuit substantial la distribuirea mai fină a aerului. Dintre instala- 


tiile care s-au impus în practică, se citează următoarele: 


'— „Interatorul“ sub formă de dise cu perforaţii periferice, asemă- 
nător 'unei turbine. El realizează 300 rot/min, provocind o agitare intensă 
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cu generare de: bule foarte fine de ` aer. Se elimină prezenţa. de zone 
moarte, ceea. ce contribuie la creşterea: randamentului. Instalaţia a fost 
realizată de firma Escher Wyss din Elveţia; T d 
— sistemul de aerare intensivă de tipul Lefrangois, folosit în special 
pentru producerea de drojdie furajeră. La .aceste instalaţii linurile posedă 
un inel central rotativ prin care se urcă plămada alimentată lateral, im- 


E Mer proT spil à 


Tig. 74. Aerator cu jet adînc 
ra XR Me. diria a 
. 1 — lin; 2 — conductă de re- 
„circulare prin aspiratie; 3 — 
pompá; 4 — conductá de recir- 
culare sub presiune; 5 — ciclon; ` 
6 — filtru de aer; 7 — răcitor 
țeavă in ţeavă; 8 — răcire prin 
prelingere; 9 — răcire interioa- 
ră a linului cu tuburi cu apă. 
preună cu aerul debitat prin corpul fundului, după care coboară în spa- 
tiul dintre acesta si pereţii exteriori ai linului, creindu-se o turbionare 
puternicá (Delvaux, 1968). wrea oe org ILI I M 
Recent, firma  Vogelbusch, in. cooperare „cu Ingenieurtechnisches 
Zentralbüro Bóhlen (R.D.G.) a elaborat un. nou sistem de aerare cu jet 
adînc, denumit VB-IZ. Aerarea are loc în circuit închis prin recircularea 
intregului -conținut al linului cu ajutorul pompei 3, cu răcire indirectă 
a plămezii 4 si reintroducere în lin prin intermediul unor cicloane 5. 
Acestea absorb aer din exterior, care, este filtrat prin filtrul 6 şi proiectat 
sub formă de jet care pătrunde prin plămadă pînă în fundul linului. Se 
realizează astfel o turbulenţă ridicată, o dispersare fină a aerului, o du- 
rată lungă de contact a acestuia cu plámada si o omogenitate bună. Can- 
titatea. de spumă generată este mult mai redusă decît la alte sisteme 
(fig. 74). 
Dintre avantajele noului sistem se citează: = yi 
— transfer de oxigen in plămadă de pînă la 12 g/l si h; 
. — consum redus de energie pentru recirculare, respectiv 0,45 kwh/kg 
oxigen transferati Jf ui ss um ANI UU Laeta R 9o 
— randament de valorificare a oxigenului de circa. 5094. Un lin 
de 400 m? necesită 5 000 m? aer/h pentru a transfera 410 kg oxigen cu 
trei cicloane. | "in | i 


3.3.3. FORMAREA SI COMBATEREA SPUMEI 
- Plámezile cu conținut de zaharuri si proteine tind sá formeze spumá 
in decursul aerării. Fenomenul este complex, atribuit si prezenţei unor 
Substanțe tensioactive din mediile nutritive. Ele se găsesc în- parte. în 
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plămada inițială şi se produc mai mult în decursul procesului de multipli- 
care a drojdiei, ca urmare a metabolismului. Celulele de. drojdie contri- 
buie la stabilizarea spumei formate, care se îngroașă ca urmare a flotatiei, 
formindu-se-o-pojghitá ce tinde să: se ridice: și:să provoace: deversarea 
plămezii din recipientele de multiplicare a drojdiei. $ NS 

: Pentru combaterea spumării $i menţinerea nivelului din. recipientul 
de multiplicare se adaugă substanţe antispumante. Acestea acționează sub 
formă de peliculă pe suprafața lichidului, sau se amestecă eu plámada, 
micşorînd tensiunea superficială. În prima categorie se încadrează uleiu- 
rile vegetale şi alte grăsimi, iar în a doua categorie, antispumantii sub 
formă de uleiuri siliconice, sulfonati, hidrocarburi parafinice, alcooli su- 
periori, ciclohexan, tricloretilenă. í - 16 i 

Administrarea antispumanților se realizează de obicei prin alimenta- 
rea acestora în funcție de tendința de creştere a spumei, 'folosind reci- 
piente dozatoare. Există instalaţii de dozare automată in funcţie de cres- 
terea presiunii din'recipientul de multiplicare a drojdiei.. e 


Consumul specific de antispumanti variază între 0,2 si 1% faţă de 
masa de drojdie. umedă. El depinde de forma recipientelor, de spaţiul 
pentru dezvoltarea: spumei, de: procedeul de multiplicare şi în special 
pe pH-ul plămezii, de sistemul de aerare, cît.şi de alti factori. - ` i 


Există şi spărgătoare mecanice de spumă. care colectează spuma şi 
realizează scurgerea. înapoi în plămadă a lichidului separat. Acestea ac- 
fioneazá pe baza următoarelor principii: ee : 

En „aspiraţia spumei şi reintroducerea în lichid în cadrul stratului de 
— aspiraţia cu o duză acționată cu.aer comprimat, iar spuma par- 


Dal lichefiatá este reintrodusă pneumatic în stratul de generare; 


'— distrugerea bulelor prin insuflare de aer în stratul de spumă; 

 — dirijarea spumei spre suprafaţa de impact sau site amplasate 
deasupra recipientului de multiplicare, cu posibilitatea căderii lichidului 
generat im recipient, (0 NAI e ns m EE ` 
^ L distrugerea spumei de către organe rotative ce funcționează” pe 
principiu invers cu cel al pompelor. centrifuge, sau expunerea bulelor unei. 
forte puternice, de preferință centrifugá sau gravitaţională, astfel încît 
acestea crapă. Ses. Ke wéini" 


3.3.4. PROCESUL TEHNOLOGIC DE FABRICAȚIE A 
" DROJDIEI DE PANIFICAȚIE. | 


.. fn perioada utilizării plámezilor din mácinis de cereale se prefera 
aplicarea procedeului Wiener, conform cáruia drojdia generatá se ridicá sub 
formă de spumă pe suprafața plámezii si se colecta cu'ajutorul unor 
linguri. : 

După primul război mondial s-au impus procedeele ce folosesc câ 
materie primă melasa; Pentru înmulţirea drojdiilor, aceasta necesită solu- 


tii de săruri nutritive. Spălarea și concentrarea laptelui de drojdie se efec- 
tuează în prezent exclusiv cu. separatoare centrifugale. : Concentrarea în 
continuare a laptelui de drojdie se realizează cu filtre-prese sau filtre rota- 
tive sub vid. ^ ^ í e : nn » Es 
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Etapele de bază ale procesului tehnologic de fabricare a drojdiei de 
panificație comprimată sînt următoarele: 
; — pregătirea si diluarea melasei; 
— prepararea soluțiilor de săruri nutritive; 
— multiplicarea drojdiei în mai multe faze; 
— răcirea, spălarea şi "concentrarea laptelui de drojdie; 
— ambalarea şi depozitarea. 


3.3.4.1. PREGATIREA MELASEI 


Melasa contine o serie de impurități i in suspensis, fiind, totodată, infec- 
tată cu microorganisme dăunătoare multiplicării drojdiei. In: consecinţă, 
ea necesită operaţiuni de pregătire care constau din cîntărire, diluare, 
limpezire şi sterilizare. Diluarea ajută la sedimentarea “impurităților, 
contribuind totodată la micșorarea viscozitátii. ^. 

Limpezirea se efectuează. prin încălzire puternică şi păstrarea melasei 
astfel tratate în vederea decantării naturale, sau prin adăugare de acid 
sulfuric. Acesta se disociază în ioni, apărînd interacțiuni între cationii de 
hidrogen și coloizii din melasă, care au sarcină negativă. Rezultatul con- 
stituie formarea de fulgi care se depun. De cele mai multe ori se preferă 
diluarea melasei de la circa 80 la 40 Bug ceea ce corespunde CPI 
cu dublarea volumului. 

În prezent, se preferă aplicarea de tehnici de curăţire şi UE T. 
continuă a melasei într-un proces complet automatizat. Pentru acest scop 
se folosesc separatoare centrifugale şi schimbătoare de căldură cu plăci. 
Din cauza viscozitátii ridicate a melasei şi a masei specifice mari (circa 
1,4), ea trebuie diluată și încălzită înainte de curăţirea-cu separatoare 
centrifugale. Diluatia necesară este la minimum. 55 °Bllg, e E EE 
cu o masă specifică de 1,26. 

-Melasa de sfeclă de zahăr conţine. 0 4—10 impurități, iar cea d, 


tresie pînă la 1005. Prin curátirea FEH GER se realizează efecte de pu- 
rificare de pînă la 950/,. 


Cele mai cunoscute metode si instalatii de MACC si sterilizare con 


tinuá poartá denumirea de Westfalia și Alfa Laval, după numele firmelor 
producătoare; 


În instalaţia Westfalia (fig. 75) melasa: este. icd slab in prealabil 
cu.acid sulfuric administrat cu pompa dozatoare cu piston 1, diluată cu 
apă fierbinte si preîncălzită la 55*C. După trecerea prin zona de ameste- 
care se ridică automat pH-ul PHI, densitatea DI şi temperatura TI. Prin 
Programarea raportului de amestec la pompa dozatoare se pot modifica 
Parametrii în funcţie de cerinţe. În schimbátorul cu plăci 3 si injectorul 
de abur ce urmează” 4, melasa este încălzită si menţinută la temperatura 
constantă de 140*C cu ajutorul circuitului de reglare TIC. Melasa trece 
prin zona de menţinere a temperaturii 5 timp de 6 S, ajungind apoi in 
recipientul de detentă 6, unde este răcită la 15°C. De aici ea este debitată 
in schimbătorul cu pláci cu ajutorul pompei 7, iar dupá rácirea necesará 
la 60°C ea ajunge în separatorul de limpezire 8. Debitul este stabilit cu 
regulatoarele de nivel LC si cu ventilul M, astfel ca în recipientul de 
detentá să se menţină nivelul dorit. 
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Eliminarea nămolului din separatorul centrifugal se efectuează auto- 
mat prin dispozitivul de comandă 9 şi ventilele magnetice 10. În timpul 
eliminării nămolului (purjării), se întrerupe alimentarea cu melasă in 
separator, asigurindu-se recircularea în recipientul tampon de detentă. 

Din recipientul 11 melasa este debitată prin contorul cu piston 13 
şi ventilul de reglare pneumatică 14, comandate de programatorul:12 pînă 
în linurile de fermentare 15. | 

Instalaţia ,,Alvotherm* (fig. 76) a firmei Alfa Laval urmăreşte asigu- 
rarea sterilizării melasei la 120*C prin încălzire indirectă cu abur, men- 
ținerea la această temperatură timp de 4—5 s şi recuperarea în mare parte 
a energiei termice consumate. Fluxul tehnologic este următorul: dintr-un 
rezervor de alimentare 1 melasa brută A este diluată și preîncălzită la circa 
55°C cu ajutorul pompei de amestec 2. Apa caldă B este adusă din rezer- 
vorul 3, temperatura fiind menţinută constant, prp intermediul unui in- 
jector de abur. | 
l Melasa diluatá C la circa 50 *Bilg As iniu. in separatorul cen- 
trifugal 6 cu ajutorul pompei 5, iar dupá limpezire melasa curátatá E este 
debitată sub presiune. în recipientul 7. Nămolul se eliminá prin D. 

. Melasa curátitá si partial dezaerată este adusă cu pompa 8 în schim- 
bătorul cu. plăci 9, în care temperatura este mărită în două trepte, pînă 
la-85*C. În prima treaptă are loc o. încălzire cu recuperare de căldură, iar 
in.a doua cu abur de joasă presiune. O pompă 10 cu debit variabil trimite 
melasa preîncălzită I în capul de sterilizare 11, în care -are loc ridicarea 
rapidă a. temperaturii pînă la 140*C, prin injecție de abur proaspăt H. 
Pentru prevenirea fierberii se menţine în capul de sterilizare o suprapre- 
siune de 3 bar. Un senzor de temperatură în conducta din spatele injec- 
torului reglează alimentarea cu abur. În “această conductá, prevăzută. la 
capăt cu un disc de laminare, se menţine temperatura si presiunea timp 
de 4 s. Apoi melasa sterilă Ki ajunge intr-un recipient de expansiune 12 
și se răceşte uşor sub vid, pînă la o temperatură de 85°C. 


„Vaporii degajati F condensează în două trepte in schimbătorul cu 
plăci, la început cu recuperare de căldură şi, apoi, prin răcire cu apă- G. 
. Melasa este aspirată din recipientul de expansiune cu o pompă cen- . 
trifugá 13, prevăzută cu o etanşare dublă a axului spălat cu abur, pentru 
prevenirea apariţiei de infecţii. Melasa sterilă K trece apoi printr-un alt 
schimbător de căldură cu plăci, în care este răcită cu apă la 20°C: | 
Randamentul termic al schimbătoarelor de căldură este de circa 99%/, 
iar coeficientul total de transmisie a căldurii . prin SCH: „de aproape 
2 000 kcal/m*- b. ^0 | 


3.3.4.2. DEZVOLTAREA ȘI MULTIPLICAREA DROJDIEI 


Scopul principal al tehnologiei de fabricaţie a drojdiei de panificaţie 
reprezintá obtinerea unei cantitáti maxime de masá de drojdie de calitate 
superioară (putere de creștere, capacitate de fermentare, durabilitate etc.), 
cu consum minim de medii nutritive si de utilităţi. Se urmăreşte realizarea 
unor multiplicări optime a celulelor prin înmugurire, folosind culturi pe- 
riodic innoite (după aproximativ 20 de reproduceri), cu menţinerea con- 
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ditiilor prescrise de dezvoltare şi luarea în considerare a stării fiziologice, a 
cantităţii de drojdii cuib şi a tuturor factorilor limitatori. . 
Procesul în sine si mecanismul -biochimic. de : formare. şi dezvoltare 
a masei celulare nu sînt în întregime cunoscute pînă în prezent, desi se 
cunosc contribuţiile celor mai multi factori ce participă în acest complex. 
În faza logaritmică de dezvoltare cultura de drojdie se găseşte intot- 
deauna într-o stare de echilibru, viteza de creştere fiind proporțională cu 
cantitatea de drojdie din mediu, | SA | i 
. Se cunoaste.alura logaritmicá a curbei de. dezvoltare a drojdiei care 
permite caracterizarea matematică a dezvoltării cu ajutorul a trei constante 
de generație și anume: CN Ben Za? deseen i 
a) factorul de dezvoltare orará f, raportat la dublarea duratei medii 
a generaţiei, important pentru elaborarea schemei de fermentare. Accasta 
se calculeazá cu ajutorul relatiei: | 


fe 20.7 LA [eeluleh] 
iar durata de dublare T este, în consecinţă, dată prin relaţia: 
e log F [h]. 


| Viteza specifică de dezvoltare, corespunzătoare factorului de dezvol- 
tare, poate fi calculată cu relaţia: ^ A, | | 


^ log 2-2,30259. 
N mna 


b) durata medie a generaţiei culturii T m care se determină în mod 
uzual prin dublarea masei sau a numărului de drojdii din cultură ai care 
nu trebuie confundată cu durata de generaţie a celulelor individuale. Du- 
rata medie de-dublare este întotdeauna mai lungă decît cea de generație, 
deoarece, celulele individuale de drojdie nu au aceeași vîrstă individuală 
de generaţie și o anumită cantitate. de celule prezintă mortalitate in de- 


cursul dezvoltárii. . Jos : 3 
Notind cu Tm durata medie de generaţie în minute si cu M masa de 
drojdie care se generează în acest timp într-un mediu nutritiv, din dina- 
mica multiplicării drojdiei rezultă că în condiţii optime la o creştere arit- 
metică-a perioadei de. multiplicare 'corespunde o mărire în progresie geo- 
metrică a masei de drojdie. În condiţii de laborator o generaţie de drojdie 
poate fi realizată in 2—2,5 h, iar în industrie durata pentru obţinerea unei 
noi generaţii este de circa două ori mai mare; EA ! — 


c) viteza specifică de dezvoltare care reprezintă viteza de dezvoltare 
a drojdiei, în funcție de timp. Ea este limitată de caracteristicile tulpinii, 
de condiţiile de dezvoltare şi de substrat. Aceasta reprezintă un test fizio- 
logic al dinamicii de dezvoltare al.celulelor'de drojdie si poate fi deter- 
minat grafic. "dus SES a UT? is Nd 
Într-o formulare matematică: mai generală White (1954) exprimă 
dezvoltarea” drojdiei in funcţie de modul de alimentare, în situaţia ali- 
mentării discontinue, prin relaţia: | 

b B= Bi " R 


16% . 243 


în care; | 
By este cantitatea de árojdie 1 in momentul ipar 
.B, — cantitatea de drojdie la timpul t; 

M^ — factorul exponential de dezvoltare. 


„Expresia poate fi reformulată teg 
e | Mass Moe" d : d 
unde: M, si Mo sînt cantităţile corespunzătoare 'de Subst in ipoteza 
unui randament constant. În practică, dezvoltarea orară AR, denumită, 
deseori, factor de creștere, se i pia prin: 


II TD eeng Sg 
== 


B- Mma JÁN 

Acest factor este hotărîtor numai la procesele discontinue. 

Deseori, se aplică ecuația Michaelis-Menten” pentru descrierea com- 
portării microorganismelor. în decursul: dezvoltării, ecuaţie care, în anu- 
mite condițiuni, poate fi aplicată și pentru cunoaşterea dezvoltării "ip 
diei. Ea se exprimă pui relația: j 


` M —Hm K,4S , 
in care: e 
M este factorul de dezvoltare; 
Um — factorul de dezvoltare maximă; 
"S  — concentraţia mediului; M" | | Tera 
.K, — constanta de saturatie; respectiv ` concentraţia mediului la 


jumătatea factorului de dezvoltare. 


Constantele au fost determinate . experimental in medii aa glucoză. 
Astfel, Hartree dë a găsit pentru :u valori de 0 37/h și pentru K, 
. Valori. de 3,6-10-1M la: temperatura de 802C şi 
Akg yn de circa 4. 

260 La cultura drojdiilor in plámezi de E. 
«p. constatat în condiţii. practice o anomalie în 
desfășurarea logaritmică a curbei de dezvoltare. 
S-a observat că. drojdia se înmulțește prin im- 
pulsuri ritmice (e) aproximativ, conform. celor 

prezentate în fig. 77. . 
În cazul. utilizării de plámezi M HAC. 
fenomenul este mai complex şi factorul de dez- 
| Voltare al drojdiei variază mult in decursul fa- 
o. Zei de multiplicare finală (d). Din motivele ară- 
ioti taten Ruse „pot aplica în: practică formulele ma- 
D tematice rezultate din calcule, la administrarea 
d f-—r- [9 de mediu nutritiv, inclusiv de (soluţie de săruri) 
2 A ZE ? .. cit şi. la dozarea aerului în funcţie de absorbţia 
. presupusă de oxigen. În consecinţă, în afară de 
Fig. TT. Dezvoltarea droj- calculele matematice s-au introdus o serie de 


diei prin impulsuri ritmi- 
ce. in functie de timp. parametri empirici. Diagramele de multipli- 
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care aplicate variază mult în funcţie de caracteristicile instalaţiilor şi de 
modul de alimentare cu mediul nutritiv și aer. amka B» di 

Se stie că, in majoritatea cazurilor, este necesará multiplicarea droj- 
diei in cinci trepte.pînă la obţinerea drojdiei de vînzare. În fiecare fază 
de multiplicare drojdia acumulează de 4—6 ori mai multă masă, rezul- 
tată în 2—3 generaţii. Într-o oră se poate dezvolta maximum 600/ faţă 
de masa inițială de drojdie. Primele trepte de multiplicare sint mai 
scurte, durata crescind pe másurá ce se măreşte concentraţia de 'celule 
de drojdie din mediu. Conform tehnologiilor cu plămezi concentrate, ul- 
tima fază de multiplicare, respectiv treapta a V-a de înmulţire, durează 
18 ore, față de 12—13 ore cit durează în majoritatea proceselor ce folo- 
sesc tehnici de înmulţire discontinuă. A 

Pentru realizarea unei şarje de drojdie de panificație de calitate 
superioară, la un consum cît mai redus de melasă, este necesară folosi- 
rea unei culturi care trebuie împrospătată săptămiînal sau ori de cite ori 
se observá fenomene de degenerare si de crestere a proportiei de celule 
moarte. În acest scop, se pregătesc culturi de tulpini de drojdie, denu- 
mite culturi de bază. sau uriașe, obţinute prin: izolare, pe cît posibil de 
celule individuale păstrate în laborator la temperaturi de 2.. . DP 
pahare conice (Erlenmayer) astupate cu dopuri de vată sterile... 

Culturile de bază au, de obicei, durata. de: folosire de.circa 3 luni, 
preluîndu-se lunar cîte o probă ce reprezintă aşa-zisa cultura a doua, 
din care săptămînal se scoate cîte o cultură a treia, deci aproximativ 
19 10 7 E D ` eg TT Vi 
Pentru. dezvoltarea celulei de drojdie, izolată cu o ansă de platină 
dintr-o cultură corespunzătoare, se. folosesc medii ce trebuie să conţină 
toate elementele nutritive şi factorii de creştere necesari, la un pH optim 
ME de substanţă inhibitoare. Mediile de cultură pot îi lichide sau 
solide. red sapă mer ler a - 

Mediile lichide se prepará din must de malt si mai rar din melasá 
cu adaos de sáruri nutritive. Mustul de malt se obţine dintr-o suspensie 
de făină de malt în apă (1/4), încălzită treptat la 50*C si apoi la 70°C, 
pentru realizarea proteolizei şi a zaharificării complete. În final, concen- 
tratia mustului este de 11—12,5?Bllg.- Mustul de malt se păstrează în 
pahare conice astupate cu dopuri de vată, sterilizate şi menținute cîteva 
zile la temperatura camerei. Dacă mustul rămîne limpede reiese că nu 
ME infectat si, in consecinţă, poate fi utilizat dupá o filtrare $i resteri- 
lzare. 3 Ti V 45 | 

Mai des se folosesc medii solide obţinute din must de mal încălzit 
la circa 90*C, cu.un adaos de 2—39/, agar. După turnarea în eprubete, 
pahare conice sau capsule Petri si răcire, mediile se solidifică, putînd îi 
insáminfate cu drojdie. MUR uii 


33.43, PREGĂTIREA CULTURII DE DROJDIE . 
= - Multiplicarea celulelor de drojăii izolate se efectuează în două etape 
şi anume: la început în laborator si apoi in staţia de culturi a fabricii. 
Multiplicarea culturii de drojdie în laborator are loc în patru faze 
si anume: în eprubetă, în paharul conic, în balonul Pasteur și, în final, 
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în recipientul: metalic. de tip Carlsberg, procesul. decurgînd . practic în 
condiții anaerobe, fără aerare artificială. 

In. primul: stadiu se. prepară cultura de săptămînă într-o eprubetă 
de 20-ml, în care se introduce. mediul nutritiv, care se solidifică. în: plan 
înclinat si se însămînţează drojdia. cu vîrful de platină al ansei, preluînd 
proba.din tulpina selectionatà sau din cultura uriașă. După o dezvoltare 
timp de 24 h la: 30*C conţinutul .eprubetei este trecut eu o pipetă sterilă 
în două pahare conice de cîte.100 ml, în care s-au introdus, în prealabil, 
30 ml must sterilizat. Acestea se menţin tot timp de 24 h la:97 îi 29 OR 
apoi conţinutul din fiecare pahar este adus în cîte un balon Pasteur sau 
pahar conic de cîte. 500. ml, în care se găsesc 250 ml: must. În acestea 
are loc dezvoltarea în faza a treia, în “termostat, în aceleași condiţii ca 
mai înainte. ^. ^. oW Hg Ie gs E 

În ultima etapă se. desfășoară multiplicarea: în recipiente ‘metalice 
de tipul Carlsberg, de 5—8 1, în care s-au introdus, în' prealabil, 2,5—3 1 
must de malt. Dupá.24 h. de dezvoltare, culturile pot fi trimise în fa- 
brică pentru multiplicarea in continuare în staţia de culturi pure. . 

Cultura pregătită în laborator este dezvoltată în mai multe etape în 
condiții practic sterile, într-o încăpere “special amenajată. care cores- 
punde celor mai: riguroase pretenţii de igienă. Numai după aceasta are 
loc multiplicarea drojdiei în recipiente de mare capacitate pînă in faza 
de drojdie de vînzare. EP DEG bech? D 5 ^ fers sten 

Staţia de culturi pure a fabricii asigură multiplicarea în 2—4 trepte, 
în recipiente metalice, cu creşterea succesivă a volumului de 5—10 ori. 
Ca mediu nutritiv se foloseşte o soluţie apoasă de melasá cu adaos; de 
săruri nutritive, denumită plămadă. Pentru realizarea unei, culturi rigu- 
roase se urmărește multiplicarea celulelor de drojdie, concomitent cu 


o fermentație alcoolică, într-un mediu cu o aciditate ridicată. E 

.. „Pentru treapta I de multiplicare a drojdiilor se prepară plămezi de 
14“Bllg, care se acidulează cu. HSC, pînă la.un pH de 4,5—4,8 si se 
adaugă soluţii de săruri nutritive. Apoi se. însămînțează o „cultură de 
laborator... Multiplicarea. durează 20—24 ore în condiţii “practic anaerobe, 
predominînd fermentația :alcoolică. Randamentul de. drojdie ieste: de 
6—1094. (tip Ou au) faţă de cantitatea de melasă introdusă, iar plă- 
mada are la Sfirsitul procesului o concentraţie. de 4—4,4?Bllg şi conţine 


Aida, alcool. . bn up, MT 1 

In faza a II-a de multiplicare procesul se r 
cu.capacităţi de circa 5 ori mai mari. - aS TIN tak a 

In cazul folosirii a patru recipiente, primele două -sînt, de. obicei, 
confecționate din cupru cositorit şi au serpentine: de încălzire, ele pur- 
tînd denumirea de aparate Lindner. Capacităţile utile ale acestora sint 
de 50—80 1, respectiv 500—800 1. Ultimele recipiente se confecţionează 
din oţel inoxidabil și se prevăd cu manta de încălzire-răcire si barbotor 
interior de aer. În primele trei recipiente se introduc plámezi de 12?Bllg, 
iar în ultimul, de 8?Bllg. Pe măsura creșterii capacităţii recipientului 
se intensifică aerareâ, care începe cu barbotare simplă timp de 3 min/h 
în, primul vas si se termină cu insuflarea de cite 50 m?/h şi m? plămadă. 
Randamentul mediu de drojdie tip 279% s.u, rezultată este de circa 150%, 
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epetă, dar în recipiente 


faţă de cantitatea de melasá introdusă. Pentru' DM a 100 1 mediu 
se folosesc 30 kg melasá. LO. 

Instalaţia PSA — R. P. Polonă -— reprezintă O instalaţie pentru 
producerea de culturi pure de drojdie. cu patru recipiente. de multipli- 
care. În variaţia PSA-4. (fig. 78), instalaţia constă din. următoarele: apa- 


Fig. 18. EUER PSA-4 — producerea de cunt pure de drojdie. 


rat Lindner de 200 1, recipient pentru Beste I de multiplicare de 1000 1, 
recipient pentru treapta a II-a de e tipligar e, de 3 000.1,.recipient de 
7 500 1 şi conductele de legătură...  . 

Agregatele 1, 2 și 3 sînt recipiente cilindrice din oțel inoxidabil cu 
manta de încălzire şi răcire. Aproape pe fund se află :dispozitive de ac- 
rare sub formă de ţeavă inelară prevăzută cu găuri: foarte fine. Reci- 
pientul de mare capacitate 4 are ai serpentină interioară de răcire. 

Pe. capacele recipientelor se găsesc armăturile pentru ffe dree 
cu drojdie și utilităţi, manometre şi celelalte aparate de măsură şi con- 
trol. Recipientul mare este prevăzut cu debitmetru pentru măsurarea 
cantităţii de melasă si de apă alimentată. 

. „Pentru prevenirea infecțiilor. fiecare. recipient . are o închidere hi- 
draulică, cu un vas mic de apă legat de conducta de aerare.. 

Capacitatea instalatiei corespunde cu cea de alimentare a unei fa- 
brici de drojdie cu o producţie de 5 000 t/an. 

Consumul de abur este de 700 kg/sarjà. 

x fe E instalată este de 1 9 kW, servind pentru actionarea vA 
pei ; 

Majoritatea staţiilor de culturi pure de laborator sînt prevăzute cu 
recipiente cu două capacităţi diterite, RE fiind de La i P şi ul- 
“timele de 1 000—2 5001. -. 


'O astfel de instalatie (fig. 79) se compune din recipientul A pentru 
multiplicarea în faza I si vasul B, în care are loc dezvoltarea în treapta 
a doua. Recipientele sînt alimentate cu apă rece 1 si caldă 2, fiind pre- 
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văzute şi cu dispozitive de răcire exterioară prin prelingere . de apà pe 
manta - 3, aceasta fiind colectată prin jgheabul 18 sb evacuată în reţeaua 
de cánalizàre prin conducta 20. 1 

- Aburul este introdus: prin conducta 4 și áerül prin reţeaua 5. Aces- 
tea sint in legătură cu 0 'spiră: ‘perforată 6, amplasată cu y Dra 


m rece A 


. Legendi: 
e Abu 
—-——— deet 

77 ——— Apă rece 
-———BÀ der 8 
ST uid de 

carbon 


Fig. 79. ARAR de culturi pure de drojdie în fabrică, cu două 
recipiente. "^ - 


fundului recipientului n vederea aerării sau sterilizării acesteia înainte 
de introducerea drojdiei. Pentru alimentarea cu mediul nutritiv serveşte 
racordul 7. Recipientele :dispun de gură de vizitare 8 amplasată pe capac, 
racord -pentru introducerea culturii de laborator 9, supapă: de pre- 
siune 10, supapă de vid 11, manometru 12, termometru 13, robinet pen- 
tru luarea de. probe 14, vizor 15, conductá pentru evacuarea dioxidului 
de carbon degajat 16, legată cu recipientul de. închidere. hidraulică 17. 
"Transvazareà drojdiei dintr-un recipient în altul se realizează Ae 
principiul Montejusului cu ajutorul conductei 20. 
i Există şi instalații dotate cu serpentine de încălzire, precum « cea de 
tipul Becker-Bochum, utilizată des în astfel de staţii. Această instalaţie 
(fig. 80) se compune din recipientul mic a, recipientul mijlociu b, filtrul 
principal c, filtrul de aer d, gura de vizitare e, vizorul jf, ventilul de 
aerare g, stutul de umplere h, stutul de inoculare drojdie i, termome- 
trul k, stutul de evacuare dioxid de carbon l, spălătorul de gaze m, vi- 
zorul indicator de nivel n, dispozitivul de rácire prin prelingere o, colec- 
torul de apă p, racordul de evacuare apă de răcire q, conducte de ae- 


rare r, serpentina de încălzire-răcire S, conducta de nid É și robinetul 
de probă u. 
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Parametrii de bază ai procesului de multiplicare ai drojdiei în fa- 
zele I si a:Il-a în staţia de'culturi pure, realizaţi in tara noastră sint pre- 
zentati în tabelul 38. | mimos (omm n SR 

Instalaţia Ghibrospirt din U.R.S.S. este de tip etajat. Recipientele 
de multiplicare a drojdiei sînt suprapuse, raportul de volum fiind de - 
1/10. Ele comunică printr-un sifon. Ambele recipiente se .rácesc prin 
prelingerea exterioară de apă alimentată printr-o conductă. În interior 


A^pó reziduală 
. Condensc 


EPIO. niue ui fabri] 


Fig. 80. Staţie de culturi pure. de drojdie de: tipul Becker— 
ande iti Bochum. . MISSE AES XS I (n 


Tabelul 38 


Parametrii. procesului tehnologic in staţia de culturi pure de laborator 


Param etru lA | : U/M Faza I . Faza a Il-a 
Capacitatea utilă a recipientului | 1 pu doi mi 1 160 
Cantitatea de melasă introdusă J kâla MOI i 307 200 
Doza de sulfat de amoniu. -Î g/l în melasă | | 2.— .25 8 
Doza de superfosfat de, calciu g/l în melasă 4 — 45 12 
Doza de ulei antispumant = mihl - 100 —150 100 

pol e cn “în plămadă . TE ry 

Concentratie iniţială plámadá | —— *Bllg Re ` "eom 
Aciditatea e : DI 45— 48 4,5— 4,8 

urata de multiplicare h 20. — 24 10 —12 
Temperaturas . | Së G 28 — 30 29 —30 
Randamentul de drojdie tip279/; s.u. | ` % 8 — 10 20 dd 
Concentrația findlà ^ — ^^ - WOP 4 — 45 |. Af 3,8 
-oncentratia finală în alcool `" AS o : 2 . ims rid 
Aciditatea . e i . 100 ml/ml ^ 18— 223. 18— 2, 
A Base? i NaOH i illi 

erarea m?/m? si h pum l "25 
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recipientele au serpentine de încălzire cu abur alimentat printr-o con- 
ductă. Cultura de drojdie. se introduce prin conducte, iar plámada prin- 
tr-o pilnie. Aerul se alimentează prin filtrul compus dintr-o. coloană 
umplută cu soluţie de sulfat de cupru. AG i 


„Instalaţia se execută in două variante de capacităţi. Caracteristicile 

instalaţiei sînt prezentate în tabelul 39.: eoa : 

| i | Tabelul 39 

Caracteristicile instalatiei etajate de tip Ghiprospirt pentru obtinerea culturii pure 
de drojdie. . PUT 


: Instalaţia 


Parametrul | Ont 


. mică- | d mare 


Capacitatea utilă a recipientului. wë, LI SK 
inferior 3 1 550 : 1100 


Capacitatea utilă a recipientului ` f. | 

superior Aid KBL: — 115 
Masa instalaţiei goale ` kg 888. 802 
Masa instalaţiei pline l '^ kg 1378- 2017 
Suprafața de încălzire | m ` Barbotare 0,22 
înălţimea totală a instalaţiei mm . 2460. 3775 


33.44. MULTIPLICAREA DROJDIEI ÎN FABRICĂ 


Drojdia cultivată în staţia de culturi pure este multiplicată in con- 
tinuare în fabrică, in:2—4 trepte, în funcție de tehnologia si de utilajele 
folosite. Se. practică: procese cu plămezi de melasă diluată (1/18—1/25) 
sau concentrate (1/5—1/10) şi tehnici de multiplicare discontinuá sau 
continuá. Randamentele obtinute diferá in functie de caracteristicile ma- 
teriilor prime, a culturilor de drojdie si a tehnologiei aplicate. In unele 
cazuri se urmăreşte producerea concomitentă de drojdie! comprimată $i 
de alcool etilic. | | TOR 
| începînd cu treapta a III-a de multiplicare procesul are loc in reci- 
piente de. mare - capacitate, denumite linuri, cu. alimentare.. continuă. 
a plámezii de melasă diluată. Aceasta nu se sterilizeazá in linul deschis, 
iar doza de aer este mai ridicată pentru favorizarea inmultirii şi a acu- 
mulării de masă: de drojdie, în detrimentul fermentatiei alcoolice. | 

Conform tehnologiei clasice se introduce în prealabil în lin întreaga 
cantitate 'de apă de diluare a melasei, respectiv pentru o tonă melasă 
circa 18 m? apă. În prima oră de multiplicare se alimentează 10% din 
„cantitatea de melasá completată cu soluţia de săruri nutritive. Se. adaugă 
cultura de drojdie- rezultind o soluție de 2,8°Bllg. Se aereazá cu 
40 m?/m? plămadă şi oră la temperatura de 28°C. În ora a doua se mic- 
şorează debitul de plămadă la jumătate şi se dublează aerarea. .Concen- 
tratia plámezii scade la 2,3 *Bllg. In condiţii asemănătoare, regimul con- 
tinuă timp de 10 ore, márindu-se putin doza orará de plămadă, iar in 
ora a 12-a se reduce din nou aerarea la jumătate. | 
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' Există si tehnici conform cărora se introduce întreaga cantitate de 
săruri nutritive in prima oră, plămada' avînd o concentrație de:.6— 
6,3 *Bllg şi-un pH de 4—4,5. Din a 2-a: pînă în a 5-a oră se adaugă- cîte 
259/ din cantitatea de maiia necesară sarjei, astfel încît, in nici un mo- 
ment concentrația plămezii să nu depășească 6 ?Bllg. 


Multiplicarea cu plămezi concentrate diferă prin faptul că, folosind 
instalaţii de aerare intensivă, se poate reduce cantitatea de apă de circa 
3—4 ori, inclusiv volumul linului de multiplicare și, ca urmare, rezultă 
o plămadă mai concentrată (fig. 81). 

Indiferent de tehnologia aplicată la instalaţiile de mare capacitate, 
plămada de drojdie rezultată în treapta a Wa de inmultire este supusá 


<oncentrării cu separatoare centrifu- 
gale înainte de insámintare pentru 
următoarea etapă de multiplicare. 
Totodată, se corectează pH-ul şi se 
păstrează cuibul de drojdie astfel ob- 
tinut în recipiente răcite. 
Procesul: de multiplicare a droj- 


diei în treapta a IV-a de înmulțire - 
diferă puţin faţă de cel din faza pre- 


cedentă, avind loc în linuri de vo- 
lume de 5—6 ori mai mari. Alimen- 


tarea cu soluţii de săruri nutritive ` 


se efectuează diferențiat în raport 
cu evoluţia multiplicării. 


ează cu apă în proporție de 1/20. 
Pentru o cantitate de 4 000 kg mela- 


sá/sarjà sint necesare 394 kg super-. 


fosfat de calciu si 357 kg sulfat de 
amoniu. Circa 509/; din cantitatea de 
sulfat de amoniu poate fi inlocuità cu 
amoniac. 


Linurile se completează treptat A 


cu plămadă în decursul unui regim 
de 13 ore de multiplicare, conform 
tabelului 40. 


În final, laptele de drojdie rezul- ` 
tat are un pH de 4,5—4,8. Aerarea - 


Se realizeazá in prima si ultima orá 
cu 50 m?/m? .plámadá, iar in rest 
cu doze duble. 


. Randamentul de masă de Eon 


de tip 27%, su. rezultată. este. de 
circa 4504, Tinind cont de faptul cá 
în acest lapte. se înglobează şi masa 
de drojdie rezultată din fazele pre- 
cedente de multiplicare, randamentul 
total ajunge la 57,10%. 


Conform `` 
tehnologiilor clasice melasa se dilu- ^. 


Fig. 81. Lin d bitul! idane a drojdiei 

în treapta a V-a cu plămezi concen- 
= trate si prin aerare intensivă: 

1 — perete lin; 2 — rotor; 3 — motor; 


4 — reductor; 5 — conductă alimen- 
tare.aer; 6 — instalaţie interioară rá- 
=- cire; 7 — inel răcire exterioară, prin 
` prelingere; 8 — alimentare melasá; 9 
— alimentare amoniac; 10 — alimen- 
“tare apă; 11 — alimentare sulfat de 
amoniu; 12 — alimentare acid -sulfu- 
ric; 13 — alimentare superfosfat de 
“calciu; 14 — alimentare acizi graşi; 


15 — spărgător de spumă. 
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„Tabelul .40 


Parametrii procesului tehnologic clasic de multiplicare a drojdiei in treapta a IV-a 


E e MÀ 


.';Doza'de.sá- 


Tempera- | Concentratia, | - Acidi- -' Dozà de Mam ns 
be: tura, *C | ^-*Big | tates |: melasă,% y. Kä 


ru 3 26 3 m: b ren ES A 
Tes 27 end Sia Cep 0,7 : 2,72 pA 
2 27 2 0,8 a eJ iat "D AUT. 
nig Wi geréih eh ak DAE ai MÉ 10,0. UNT SAU, 6,25 
"Rid mM rr TENER e Ug men yon .8,35 
itid m re € Fer: 92d um ve 0,9 9,45 9,40 
7 30 3,1 009 - HMEN i 10,40 - 
8 - 30 —— 95 0,9 T Seri 50 . 
9 30 RS o 09 1. ZB 5.91 
io P 30 3,7 0.9 b. nom pac A 
“11 oeh 3,8 . 0,9 «prins 2 ka 
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În cazul utilizării pentru o șarjă de 5.000 kg. melasă și a obținerii 
a 3000 kg drojdie în treptele I—IV, consumul: de melasă poate fi distri- 
buit pe faze, precum urmează: | € «d 


— treapta I — 50 kg melasă; 
.— treapta a Il-a — 250 kg melasá;, 
'— treapta a Ill-a — 950 kg melasă; 
— treapta a IV-a — 4 000 kg melasá; | 
— total I—IV — 5250 kg melasă.. | 
În acest caz, randamentul total este: 
R= 30%. —0,571==57,1070- 
5 250 d Sn SL 
În cazul folosirii de plămezi concentrate şi «sisteme de aerare inten- 
sivă acest randament poate creşte cu pînă la 30%. — ^... Gen | 
“Laptele de drojdie rezultat se concentrează pentru obţinerea droj- 
diei cuib, folosind în acest scop un separator centrifugal. KC 
Multiplicarea drojdiei în treapta a V-a de înmulţire este în mod 
uzual! ultima fază pentru obținerea drojdiei de vinzare (comerciale). 
„Conform tehnologiei clasice raportul de diluare al melasei este de 
1/25. Ca si în faza precedentă, apa se introduce la începutul fazei de 
multiplicare. La o cantitate de 3000 kg melasă sint necesare 140 kg 
superfosfat de calciu şi 180 kg sulfat de amoniu. pb i 
-Ín.mod normal se introduce în lin 400% din cantitatea de apă, faţă 
de volumul acestuia, la care se adaugă Di din cantitatea de melasă şi 
1404 din cea de săruri nutritive. Rezultă; o plămadă cu o concentraţie de 
1,1 °Bllg la un pH de 5,3—5,4. In final, după un regim de multiplicare 
de-13 ore, rezultă un lapte: de drojdie cu o concentraţie de 2,2—2,3 *Pllg, 
iri: de 0,3—0,4 grade, un pH de.5,4—5,6 si o temperatură ` de 
30°C. d dz | 
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. Randamentul. de drojdie, în cazul însămînţării cu 600. kg drojdie 
cuib si a utilizării de 3 000 kg melasă, poate fi de 905/, rezultind astfel 
3 300 kg drojdie Op Zi su. . 7 T" NT — -d 

. Utilizind pentru. toate fazele de multiplicare 20 250 kg melasă, din 
care se obţine o cantitate de 16 500 kg drojdie prin însămînţarea a 5 linuri 
cu cantitatea de 3000 kg drojdie cuib, obţinută $n faza precedentă, re- 
zultă următorul randament total de drojdie de vînzare: d 

16 500 - E-—1 


Ross 0,8148 81,48%, 


„. Parametrii tehnologici ai drojdiei de vinzare sint prezentaţi în ta- 
belul 41. ai | deor -. que 
„Tabelul 41 


Parametrii procesului tehnologic pentru producerea drojdiei de vînzare 


Azi TAF Doza de Doza de să- 
Ora Tempera- KERIT ȘI E melasă ruri nutri- 
tura *C 0/9 Jed tive, Yo 
0 ER ll 0,3. » nd 
WE " 27 0,9 VUES E KAY 4,60 
2 “27 Lo 0,3 O05 6,0 
3 28 Im 0,34 5,14 720 
4 > 29 - 13 0:35 770 on. 
5 E 14 0,35 10.25 10,00 
6 -30 1,6 045 ' 12,82 12,10 
Ti "30 1,8 0,50 15,40 14,50 
3. SEN 19. -050 17,90 14,00 
9 ` 30 2,0 0,50 8,95. 6,00 
10. 30 2,0 0,50 : DIS, — 
11 sl 30 ` 2,0 0,40 ^ = E 
2,0 0,30 . — — 


12 29 
în cazul folosirii. de plámezi concentrate prin aerare intensivă în li- 
nuri de 136 m? se procedează la alimentarea cu 65000 1 apă timp de 
2 ore. Urmează însămînţarea cu o cantitate de 3 000 kg drojdie cuib în 
maximum o orá,iar cu începerea orei a 4-a se introduc 1 000—1 300 kg 
melasă diluatá de 40 *Bilg, împreună cu soluţii de săruri nutritive. Mul- 
tiplicarea propriu-zisă durează circa 10 ore. La sfîrşitul procesului volu- 
mul plămezii ajunge la 90 m?. Aerarea este practie constantă, adminis- 
trindu-se 50—60 m?/m? plămadă si oră, a procesului care durează circa 
12 h, randamentul de drojdie este de 20—24%/ faţă de masa de melasă, 
plămada avînd densitatea de 3,6—3,8 "Bllg si contine 2,5—3% alcool. 
Începînd cu faza a II-a de multiplicare a drojdiilor procesul are loc 
in linuri prevázute cu aeratoare. Melasa și soluţiile de săruri nutritive 
se introduc treptat în recipient, pe măsura desfășurării procesului de 
multiplicare; care are loc în condiţii aerobe. Durata procesului este de 
circa 20 h. p | d l Hais iT! 
Pentru faza a IV-a de multiplicare a drojdiilor se folosesc linuri de 
5—6 ori mai mari decît pentru faza precedentă. Dilutia plămezii este de 
1/18, iar densitatea finală a plámezii 3,4—3,8 ^Bllg. Se răcește astfel in- 
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cît temperatura plămezii să nu depăşească':30*C. Randamentul de droj- 
die este de circa 759/, faţă de masa de melasă folosită. — ^ 
Laptele de drojdie astfel rezultat este supus purificării şi 'concen- 
trárii cu separatoare centrifugale in: mai multe trepte, cu diluare preli- 
minará cu'apàá. La fel se procedează si în faza următoare. | 


În treapta. a V-a-de multiplicare dilutia melasei este de Han, iar 
randamentul de drojdie: de circa 805/; faţă de masa de melasá folosită. 
Densitatea este de 3,4—3,8 ^Bllg la un pH de 5,2—5,4, iar temperatura, 
de 26—28°C. Linurile sînt identice cu: cele pentru multiplicarea în treapta 
a Ill-a. l 

Metodele de calcul al consumului: de melasă si al randamentelor de 
drojdie in diverse variante tehnologice au fost sistematizate de către 
Stuchlik (1974). ST 


“3.3.45. RACIREA, SPĂLAREA St CONCENTRAREA 
^h LAPTELUI DE DROJDIE. 


. Dupá multiplicare în faza a V-a, laptele de drojdie este trecut: suc- 
cesiv prin mai multe separatoare centrifugale pentru concentrare . in 
trepte, cu spălare. şi răcire intermediară cu apă.! Conform tehnologiei 
clasice, concentraţia de drojdie creşte astfel de la 40 g la circa 400 g/l, 
exprimată in drojdie tip 279/, s.u. : 


33.48. CONCENTRAREA St AMBALAREA DROJDIE | 


Laptele de drojdie rezultat din ultima treaptă de multiplicare tre- 
buie concentrat si răcit rapid pentru a preveni pierderile prin declanşa- 
rea de procese biochimice, in special infecţii cauzate de bacterii. Între- 
gul proces nu trebuie să depășească 2 ore. - | y i 
i În primul. rînd,.este necesară eliminarea impurităților dăunătoare 
calităţii drojdiei prin reţinere cu site din materiale antiacide. Urmează 
concentrarea in 2— 3 trepte, folosind separatoare centrifugale cu: talere 
care realizează 4 500—5 000 rot/min. : a Ue rar ET pe r: 
^ [n prima treaptă de separare, in funcţie de- concentraţia iniţială ` 
a laptelui: de drojdie, aceasta. creşte la 150—220 g/l, drojdie tip 275/,.s.u. 
Înainte de trecerea la treapta următoare de. concentrare. este necesară 
o răcire şi diluare cu apă, folosind în acest scop ejectoare. Cantitatea de 
apă necesară este de 4—8 ori mai mare decit cea de lapte de drojdie. 

În treapta a doua de separare se poate obține o ‘concentrație de 
350—400 g/l. De obicei, se repetă acest proces în treapta a treia, obti- 
nindu-se in final un lapte de drojdie de:500—600 g/l. . n. 

“Laptele de drojdie concentrat este răcit in schimbătoare de căldură 
cu plăci pînă la temperatura de 4...6?C şi păstrat în recipiente izo- 
terme. y" Um er so [LS d'Zeit P 
Din cauza reducerii treptate a volumului laptelui de drojdie, pe mă- 
sura concentrării acestuia, numărul de separatoare centrifugale scade 


după fiecare treaptă de concentrare. | KÉ : 
^ .Un lapte de drojdie de 600 g/l, tip 270% s.u., ocupă un volum de 
270 un uoi e P HE d ul și 


254 


Drojdia “lichidă - concentrată mu poate. fi comercializată. ca. atare. din 
cauza perisabilităţii si a greutăţii de manipulare sub formă -vîscoasă, 
Pentru: conferirea unei. consistenţe solide „volumul. trebuie micșorat încă 
la jumătate. Aceasta se realizează cu filtre-prese sau filtre rotative... ` 

. Filtrele prese se.alimenteazá cu: pompa, avînd ; presiuni de pînă la 
8 bar, pînă cînd ramele sint pline cu drojdie comprimată şi nu mal re- 
zultă filtrat. Cu instalaţiile uzuale din ţara noastră se obţin pe oră 
300—600 kg drojdie presată cu 273/9 Su, ut: SEI A | 

.Filtrele rotative sub vid permit: obţinerea drojdiei: la un conţinut 
de s.u. de pînă la 300/,. Agregatele în funcţiune în. tara, noastră. ` au 
o suprafaţă activă de 8 m? si o capacitate de producţie de 1 200—1 400 kg 
drojdie/h. v ME IU să es 5 FIX 

Drojdia presată este sfárimicioasá, neputind fi modelatà. ca. atare. 
Se ameliorează consistenţa prin: malaxare cu o cantitate mică de apă, cit 
si prin adaosuri de:0,5—19/, ulei vegetal faţă de masa de drojdie. ` 

Drojdia malaxatá este introdusă, de preferinţă, prin: cădere: în: ma- 
sina de calupat si ambalat. În tara noastră, ambalarea se realizează în 
pachete de 0,1; 0,5 şi 1 kg. i Wu 


Calupürile de drojdie se introduc în làdite*de expediţie din lemn 
saw material plastic de pînă. la 15 kg si se păstrează la rece pină la ex- 
pedierea la beneficiar. ` | E 


|.8334.7. INSTALAŢIA: VOGELBUSCEH ` 


Este destinată multiplicării drojdiei. prin aerare intensivă: în plămezi 
concentrate. Se.aplicá începînd cu treapta a III-a. de. înmulţire. pentru 
' procese discontinue si continue. În tara noastră se foloseşte numai pentru 

multiplicarea în treapta a V-a. În consecinţă, se va descrie numai această 
instalaţie. Iun. RO ? PS "ww sm 

Recipientul este de tip cilindric vertical, executat din tablă. de oţel 
inoxidabil. El este prevăzut cu un sistem de aerare intensivă prin care 
aerul ajunge într-un distribuitor în formă de elice, avînd deschideri pe 
una din Jaturi, cu un număr de 13 palete dispuse radial. El este acţionat 
din partea de jos printr-un motor de 55 kW. Je 

- Recipientul este prevăzut cu o instalație exterioară de . răcire prin 
prelingerea de apă, precum si cu una. interioară, formată din elementi 
radiali, montati:sub-formá de roze, în poziție verticală.. Folosind apă la 
18*C, consumul este de 115 m*/h,. preluîndu-se:480 000 kcal/h din insta- 
latia exterioară si de 670 000 kcal/h din cea interná.; ` 477 e 

Elementii radiali sînt montați într-un spaţiu inelar, între un element 
cilindric cu pereţi dubli si sicane şi pereţii linului. — ^^ — $ 

"fi partea superioará linul este prevăzut cu o hotă ce posedă un ci- 
clon pentru separarea gazelor de fermentare de plămada eventual an- 
trenată. s SÉ 5 He x E 

Debitul de melasă este reglat automat în funcţie de contintutul de 
alcool în gazele de fermentare, astfel ca 'să se asigure o înmulţire aerobă 
a drojdiei la un consum minim de melasă, fără generare de alcool. In- 
stalatia poartá denumirea de Autoxymax. Ea se compune din analizor de 
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gaze cu pompă de reglare cu membrană, un dispozitiv de reglare şi în- 
registrare si un ventil acţionat pneumatic. . | 


- Linul mai este prevăzut cu următoarele aparate de automatizare 
și control: | x D ide i "IT ntc: 
-— aparat pentru măsurarea debitului de aer cu obturator-şi dispo- 
. zitiv de transmitere a indicatiilor, indicator de debit gi dispozitiv de re- 
alare cu clapetă; at sită né 5 Leg 
l — aparat pentru măsurarea si înregistrarea pH-ului, prevăzut cu 
dispozitiv. de prelucrare automată a probelor, set de electrozi, transfor- 
mator de unităţi de măsură si aparat indicator; . v EX ` 
— indicator de nivel a plămezii; PR. utr "muon co 
— instalaţia de reglare a temperaturii în lin, prin variaţia debitu- 
lui de apă de răcire; .. >- al x D 


— dispozitiv. de debitare automată a uleiului: antispumant pe baza 
creşterii presiunii din volumul gol al linului, inclusiv. cu posibilitatea 
reglării debitului; > ,. Gab ^ hes sibie 
.— rotametre, pentru reglarea debitului de acid sulfuric, amoniac, 
sulfat de amoniu, superfosfat, apă tehnologică şi aer. re PET 
Aparatele de.másurá si control, inclusiv lámpile de semnalizare $i . 
comutatoarele pentru acționarea motorului, cu excepţia rotametrelor,. se 


gásesc intr-un tablou. "ndm n 

Principalele avantaje ale acestei instalatii, in comparaţie cu linurile 
clasice, in afará de nivelul ridicat de automatizare, sint urmátoarele: 
| . — posibilitatea utilizárii de. plámezi.de melasá diluate la 1/5, fatá de 
1/20, cu mărimea corespunzătoare a productiei; DS | 
`= — reducerea consumului specific de aer la circa jumătate; 

— reducerea consumului specific de melasă, prin utilizarea instala- 
Gei Autoxymax, care nu permite alimentarea unei cantitáti mai' mari de 
melasá, decit cea necesará pentru multiplicarea drojdiei; > >` Min 

_— ameliorarea calităţii drojdiei, durata de creştere a aluatului, fiind 
de 45 min si durabilitatea mărită. ` End SS 


3.3.4.8. TEHNOLOGIA APLICATĂ ÎN ŢARA NOASTRĂ 


-În condiţiile practice din ţara noastră se tinde la generalizarea pro- 
cesului de multiplicare clasică în primele patru: trepte și de înmulţire a 
drojdiei prin: aerare intensivă în treapta a V-a. Se obţine :astfel un lapte 
de drojdie cu 200 g drojdie tip'27% s.u./l în cazul adaosului de biotină, 
sau pînă la 160 g/l fără utilizarea de biostimulatori, faţă de 40 g/l reali- 
zat cu tehnologiile convenţionale. Folosind în- ultima. treaptă linuri de 
136 m? se poate realiza o producţie de drojdie de 10,8 t într-o şarjă, con- 
sumul de melasă şi cantităţile de drojdie obţinute în diversele trepte de 
multiplicare fiind prezentate în tabelul 42. . i aas P - 

Cifrele din tabelul 21 sînt orientative. Ele se înrăutăţesc dacă se fo- 
losese melase obţinute din fabrici de zahăr ce folosesc. tehnici de purifi- 
care a zemurilor cu schimbátori de ioni... e xm 

Procesul tehnologic ep. desfăşoară! în gospodăria de materii prime 
lichide si în corpul principal de fabricaţie. mt, Gr 
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$ TE Tabelul 42 
“Producţia, de drojdie tip 27^/, s.u. si Ti H de melasă di La 
în treptele de multiplicare din fabrică 


————— Mun ET ic gre tabs dia WE 


„ Treapta Consum melasă,. Producţie. . | -Consum specific, : 
de multiplicare . . ft ia Beil - drojdie, kg 7 kg/kg ` 
D eet Rr Maa Aer AAA Rl diee E ` "én 
ps dr 50 ` 5M 
ke Eg i! 220 4 30 
„III 900 . 165 
IV. . 3 400 2 200 
Total EH es. 4 600 ` 2800 UT ra 
V i 10000 . 8000 - — 1.25 
Total LN TM DE 10 800 louis 


În, go SEEN de materi. prime lichide are loc receptia si UE ds 
rea in rezervoare metalice a melasei, acidului sulfuric si .amoniacului, 
precum..si debitarea. acestora ín . „corpul principal de. fabricaţie prin 
“pompare., 

În corpul principal. de fabricaţie se desfăşoară procesul tehnologic 
pînă la obţinerea drojdiei comerciale. Din rezervoarele exterioare de 
melasă acesta se pompează . în rezervorul de zi şi de acolo într-un cîntar 
basculă cu rezervor. De aici ea ajunge prin cădere într-un vas de dilua- 
re-încălzire cu injector, de abur, unde i se dublează volumul (diluare de 
la 80*Bllg la 40*Bllg), ajungînd, apoi, prin intermeiul unei pompe în se- 
paratarul . centrifugal de limpezire. în unele fabrici se procedează la cu- 
rátirea melasei prin. simplá decantare, dupá acidulare cu acid sulfuric. 


Melasa curátità este trecută în recipientele de alimentare a linurilor; 
unde este diluată în continuare la 25*Bllg si menţinută la cald pentru 
' prevenirea infectiilor. Pentru treptele I si II de multiplicare din statia de 
culturi pure se foloseste un recipient de 2 m?, pentru treapta a III-a un 

vas de 10 m?, la fel ca si pentru: treapta' a IV-a. Pentru treapta a V-a se 
folosesc şi recipiente. de 25 m3. 

Soluţiile de săruri nutritive se prepară în E ER pentru super- 
fosfat si. pentru sulfat de amoniu. Amoniacul se debitează dintr-un re- 
zervor extern. Cu ajutorul unor rotametre se reglează debitul nesesar 
pentru fiecare lin de multiplicare. Pentru prevenirea infecțiilor s-a pre- 
văzut gospodăria de formalină, iar pentru combaterea 'spumei, cea de 
ulei antispumant. Aerul este degenerat de turbosuflantele cu pistoane 
rotative, prevăzute cu filtre bactericide si rácitor-spálátor. 

Multiplicarea drojdiei are loc in staţia de culturi pure si în conti- 
nuare în hala de fabricaţie. În instalaţia de culturi pure se găsesc un re- 
cipient de cupru de 150.1, două vase pentru multiplicarea în treapta I, 
de cîte 2501 şi un: vas: de 2000 1 pentru treapta a (II-a. Multiplicarea 
drojdiei în treapta a IlI-a se face în linuri cilindrice de 25. m? prevăzute 
cu armături pentru alimentare cu melasă, soluţii de săruri nutritive, acid 
sulfuric, antispumant, formalină, ee de aerare, apă. de diluare, apă 
de răcire şi lapte. de drojdie. 


Laptele de drojdie rezultat poate fi trecut prin separatorul centri- 
fuga] pentru concentrare si depozitat în recipiente izoterme pînă la însă- 
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mînţarea în faza următoare de înmulţire în linurile din treapta a IV-a. 
Acestea sînt paralelipipedice $i au capacități de pînă la 100 m?, Linurile 
au aceleaşi armături ca. cele. pentru treapta a II-a de: multiplicare. Cele 
de construcţie recentă sint. prevăzute în plus eu indicator continuu de 
nivel, semnalizator de nivel maxim şi minim.si dispozitiv de.administrare 
automatá a agentului antispumant. Laptele de. drojdie rezultat este concen- 
trat în separatorul centrifugal, răcit, acidulat şi păstrat în recipiente izo- 
terme pentru insámintare în treapta a V-a. T | 

Multiplicarea în treapta a V-a are loc fie în linuri identice cu cele 
din treapta a IV-a în plămezi diluate, fie în linuri prevăzute cu dispozi- 
tive de desfăşurare a procesului cu plămezi concentrate prin aerare in- 
tensivá. În ultimul caz se folosesc linuri de 136 m?. Volumul de plămadă 
creşte pînă la 90 m?, iar: cantitatea de drojdie rezultată este de 160 g/l 
(tip 270% s.u.). În decursul multiplicării se reglează automat debitul de 
melasă, în funcție de conținutul de alcool.al gazelor rezultate (Autoxy-. 
max). De asemenea, se menţine temperatura de 30?C prin rácirea exte- 
rioară si interioară a linului. Necesarul de aer este practicat constant, 
fiind de 5 000—5 500 Un MEUM cm m | 

Laptele dé drojdie se evacueazá din lin cu pompa, trecind prin site 
in separatoare centrifugale de concentrare în trei trepte. După fiecare 
concentrare urmează o spălare, diluare $i răcire cu apă, folosind ejec- 
toarele. Utilizind separatoare de 25 m°/h pentru fiecare lin de 136 m”, 
sint necesare patru separatoare. pentru concentrare în treapta I, trei pen- 
tru treapta a Il-a și două pentru treapta a III-a, total nouă, 

După fiecare separare laptele ajunge în cîte un colector apoi într-un, 
rezervor -tampon. De aici, el este trecut prin rácitoarele cu plăci, pentru 
a fi răcit de la 20 la 4°C si trecut în tancurile izoterme de 10 m?. De aici, 
cu ajutorul unor pompe, laptele este alimentat în filtrele rotative sub 
vid, unde are loc. concentrarea de la 13%% s.u. la circa .270/0 Su. Drojdia 
ajunge prin. cădere în mașinile de fasonare și ambalare în calupuri de 
100, 500 sau 1 000 g. Calupurile sint trecute în navetele de expediţie si 
ajung cu transportorul cu role în depozitul răcit.: r =. 

Procedeul Starcosa (BMA) pentru fabricaţia drojdiei. comprimate 
constă dintr-o combinaţie a celui clasic cu cele, ce folosesc plámezi con- 
centrate. Multiplicarea drojdiei are loc. în trei. trepte,. folosind linuri de 
tip Waldhof, din tablă de oţel inoxidabil, cu manta de răcire, Sistemul 
de aerare este fix, cu ţevi perforate, dar cu distribuire ameliorată. Linu- 
rile au capacităţi de pînă la 500 ms. In rest, procedeul nu diferă esenţial 
de cel utilizat în ţară. — ' Treo Worse bb AM 

intr-o variantá, fluxul tehnologic la fabricarea drojdiei comprimate 
în 5 trepte de înmulţire decurge conform celor arătate în fig. 82. ` 

Melasa este depozitată în rezervorul 1. De aici ea este adusă în sec- 
tia de fabricaţie prin pompa 2, retinindu-se impuritátile grosiere cu sita 
3. Cu un rezervor 4 montat pe un cintar de tip basculă, prevăzut cu li- 
mitator de nivel, se stabilesc cantitátile necesare pentru o şarjă de drojdie. 

in vederea insümintürii cu cultura de drojdie si a multiplicárii, me- 
lasa este diluată si sterilizată în recipientul 5. Impuritátile fine sint cli- 
minate cu ajutorul separatorului centrifugal 6'a cărui eficienţă maximă 
este la temperatura: de 80°C. Înainte de prelucrare  melasa. se. stochează 
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X Fig. 82. Instalaţia în cinci trepte 


în rezervorul intermediar de melasă sterilizată şi curățată. Se preferă sto- 
carea în stare fierbinte, recipientul 7 fiind izolat termic. - “i 

Cultura de drojdie, adusă cu recipientul 8 din laborator, este multi-, 
plicată în staţia de culturi pure. a fabricii in recipientul 9 pentru treapta 
Isi 10 pentru treapta II. e | l 

Melasa este răcită în vasul 11 şi introdusă în linul pentru multipli- 
care în treapta III (12 si 13). Plămada řezultată este adusă cu pompa 14 
prin sita 15 în: separatoarele. centrifugale 16 pentru concentrare. Spăla- 
rea are loc in ejectoarele 17. Laptele de drojdie este adus.cu pompa 18 
in vana de spălare a drojdiei cuib 19 si-acidulatá cu acid sulfuric în: vana 
de drojdie: cuib pentru treapta a IV-a: Multiplicarea în continuare- a 
drojdiei are loc în linurile pentru treapta IV (23) şi treapta V (24). Re- 
glarea procesului în ultimele trepte se comandă de la tabloul 25. „, 

Laptele de drojdie este trecut prin pompa 26 de golire a linului in 
tăcitorul cu plăci 27, sita 28 și concentrat cu separatorul centrifugal 29, 
cu spălare. intermediară,. folosind ejectorul. 30.. Concentrarea si spălarea 
poate avea loc în:2—3 trepte. Laptele de drojdie concentrat este răcit în 
vana 33, după debitarea prin pompa-31 in vana de spălare 82. .— l 

Conform unor scheme se introduce în laptele de drojdie rácit;.ce.are 
un conţinut în substanță uscată de: circa 8%, o cantitate mică. de clorură 
de sodiu. Aceasta are Joc- în vana de amestecare 34, sarea fiind, dozată 
cu dozatorul 35. Concentrarea finală pînă la un conţinut în substanţă us- 
catà de circa 27%% se efectuează în filtrul rotativ sub vid. 36, de . unde 
drojdia trece în mașina de calupat 37 şi, de ambalat 38... >. Es 

"Gospodăria de utilităţi: şi materii auxiliare constă din compresorul 

de aer 39, răcitorul de aer 40, rezervorul de acid sulfuric 41, pompa pen- 
tru acid sulfuric 42, recipientul de alimentare cu acid 43, rezervorul de 
amoniac 44:cu pompa 45 si recipientul de. alimentare 46, rezervorul de 
dizolvare săruri 47 cu pompa 48, vasele dozatoare de soluţii de sáruri 49,. 
rezervorul de apă rece 50 şi rezervorul de apă caldă 51. | 
Ia 
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în unele cazuri concentrarea și spălarea laptelui de drojdie se rea- 
lizează abia după treapta IV. de multiplicare şi nu după a-III-a, ca in ca- 
zul anterior. În acest caz linurile pentru multiplicare în treptele IV și 
V au aceleaşi dimensiuni și echipamente. id d Ze, 

Indicatorii tehnologici principali obținuți prin. tehnologia clasică, 
comparativ cu cea cu plămezi concentrate şi cu cea a procedeului Star- 
cosa (B.M.A.), sînt prezentaţi în tabelul 43; y m 


l d Li. E WS, ` Tabelul 43 
Indicatorii tehnico-economici realizați prin diverse procedee de fabricare | 
quat uc a drojdiei comprimate F ; i 


| Plămezi 


concentrate | e 


Indicele | 4 U.M. ` | ^Clasie - 


Consum specific 


de melasá DE ner 22 EUN. bid 12 dro, 


Consum azot c kg Tie 120 18 16.— 18 ` ` 18— 20 
Consum pentoxid Ei Gäil bh w— J.T " 
de fosfor. kg/t .8,5— 10. 7 — 8 8— 9 
Consum acid sulfuric kg/t . 18 — 20- 10 — 12 12— 20 
Consum apă i i l . 
tehnologică - ame. o. 20. VĂ. adt rat 
Consum apá de , i Qi iat 
răcire (20°C) ... doo m/t U 180 ;——300 dooa EE 
Consum energie f^ 4 n > ac femenina n. SR 
electrică ` H KWh/t' 650 —790 ` 875 ^^ 450—600 
Consum de abur: ^ :| ^ ^ IL m. S d be I 
(ban). i “git. | 130 —200 220 —8300. < [| 150—200 


H 
D 


Cifrele din tabelul 43 sînt orientative, fiind influențate în special de 
calitatea melasei. în cazul obținerii; de melase cu conţinut redus de să- 
ruri.si de biostimulatori, în urma aplicării de procedee de purificare a 
zemurilor de sfeclă de zahăr cu schimbători de ioni, consumurile de me- 
lasă şi: de săruri nutritive pot fi mai mari. D 


3349. PROCEDEUL ÎN: DOUĂ TREPTE 


^; MEA. Deloffre a constatat că alcoolul etilic poate fi. asimilat de 
către drojdiile de panificație la fel de bine ca şi hidratii de carbon. Ple- 
cînd de la această premisă, el a elaborat un procedeu în -două faze, din 
care prima constă în fermentarea cuasianaerobă, iar a doua din multipli- 
cárea aerobă a drojdiei din plămada alcoolică, fără separare intermediară 
si cu consum aproximativ egal de melasă în cele două trepte. 

Procedeul Deloffre a fost asimilat in mai multe variante în Australia, 

țări anglo-saxone si Franţa. Calitatea drojdiei obţinute este ceva mai 
slabă decît cea conform tehnologiilor în 5 trepte, dar consumurile de me- 
lasă, sáruri nutritive si utilități sint comparabile. ` i LE: 

= [n prima fază se folosesc cantităţi de culturi de drojdii de-0,1—0,29/o 
şi doze de aer de 3—5 m?/m? plămadă si oră. Din 100 kg zaharuri fermen- 
tescibile (circa 200 kg melasă) rezultă 33—36 alcool etilic $i 110—120 kg 
drojdie. — — HENCE VEDI i 
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În faza o doua procesul continuă, asimilindu-se la început alcoolul, 
după care se procedează la alimentarea treptată'cu melasă si săruri nutri: 
tive, in condiţii-de aerare intensivă. 1 TOES EESE "a 

3.3.4.10. PROCEDEUL ÎN TREI TREPTE: D 
 Acesta reprezintă „0 variantă a procedeului precedent, efectuindu-se 
fermentarea alcoolică în primele două faze, cu folosirea a circa 500/, din 
cantitatea de melasă. Prima treaptă de fermentare durează circá 10 ore, - 
rezultind .cca 0,3 1.alcool/kg. melasá.. Pentru, treaptă doua se introduce 
întreaga, cantitate. de drojdie rezultată din prima fază in linul pentru 
multiplicarea finală (pentru drojdia comercială) si se fermenteazá timp 
de. 6—7 ore crescînd. treptat consumul de aer de circa 10 ori, respectiv 
de la 3 la 30 m?/m? mediu şi oră. Alimentarea cu melasă si aer se efec- 
tuează astfel incit la sfîrșit să rezulte 30% alcool față de cantitatea de 
hidrati de carbon folosiţi. În ultima treaptă debitul de aer crește pînă la 
120 m?/m? plămadă şi oră. « - | uf Zeg"? uet... 

Tehnologia este pretențioasă sub aspectul asigurării parametrilor. ei 
ai igienei, dar consumul de melasă este redus (100%/ faţă de cantitatea de 
drojdie tip 270%% rezultată) şi conservabilitatea „drojdiei . obţinute. este 
foarte bună. | a den, x Pc ts | | 


3.3.5. ADAOSUL DE BIOSTIMULATORI ÎN PLAMADA 
Prin folosirea de biostimulatori în ultimă treaptă de multiplicare, 
crește simțitor. randamentul de drojdie: Se utilizează în special biotină.. 
Stuchlik (1974) a prezentat o serie de rezultate. obţinute cu linuri de 
Me P d | Ea aq ^ i y . Tabelul 44 
Condiţiile de lucru realizate. în linuri de. multiplicare a drojdiei treapta a V-a 
T^ bici prin adaos de biostimulatori.. 


, SEN NN. Varianta 
.Parametrul 


à | eno pede 
TD 


Dilutia melasei , . gt e: 1/25 DC Cu 
Cantitatea de melasă introdusă in lin, kg" 3000 `- -|' 10000 
Cantitatea de drojdie 27/, s.u. rezultată, kg. „2 700. 9 000. 
Consum specific de melasă în treapta a V-a E 

de multiplicare, tst EMIT: T Pe à 111i 111 
Media factorului orar de dezvoltare a drojdiei, f ` bl ael... 15 1168 
Durata medie a dublării drojdiei, h ` x 4,959 : 44064 
Viteza specifică de creştere, . =e e 0,140 .|- --0,155 
Cantitatea de drojdie: de insámintare, kg  . 740 2 460, 
Cantitatea totală de drojdie în laptele finit, kg! 3440 ` 11 460. 
Durata de alimentare cu melasă, hi re li Jr MSN 12. 
Consum specific de acr pentru 1 kg drojdie, m e RETIS 4 
Compoziția laptelui. de drojdie, respectiv . proveniența: pi i 

— melasă 40%, ] ! Tim 5000 . | 16550: 
'.— soluţii nutritive, 1 ` . 1500.: 4 000 

— apă amoniacală, 1 D : 500 = 

— drojdie: (4 — greutate specifică =0,8873), 1. | 3052 10 150 

— àpà,1 . rye 3 54..64948.5:4 |. 44 300 

Wi Mg t : : “Total, 1: * | 75000. . :| 75000. - 
Concentrația drojdiei în lapte, ‘kg s.ü./nm? mM ge 12,39; | 41,26. 


p d : M i» x N 
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100. m?, În varianta A s-a folosit o plămadă de melasă :diluată (1/25) si 
aerare uzuală, iar în alta (B), o plămadă concentrată (1/7,5). În calitate de 
biostimulator s-au introdus în ambele variante cite 50 kg extract con- 
centrat de porumb cu 55% Su. care. contine 0,02 g biotină, 0,60 g acid 
pantotenic, 0,39 g piridoxină si 95 g m-inozit. In ambele variante gradul 
final de ocupare a linurilor cu lapte.de drojdie a fost 75%, respectiv volu- 
mul total de produs a fost de 75 m”. Parametrii de bază realizaţi astfel 
sint prezentaţi în tabelul 44. en wërft: s 45 | 
În ambele cazuri, la un raport de P.0;/proteină = 1/14, drojdia de 
“însămînţare a conţinut 3,80%, P205 si 8,48% N, iar drojdia recoltată 2,8% 
P,O; și 6,400% N. enad E a a. 
“Regimurile orare de alimentare cu medii nutritive si aer pentru 
multiplicare în treapta a V-a sînt prezentate în tabelele 45, 46. 
Li GK: N- SI! EI. Tabelul 45 
Regimurile orare de alimentare la multiplicarea drojdiei în treapta a V-a 
- eu plămezi diluate . . .. A A 


Sasi si [| “Lapte am Soluţii ^ | Apăamo-' : 
Ora rac for ao de drojdie, SS, nutritive,:| niacală, |. A xe 
É kg 9 %/9 9/o coro Tw. 
m————————————————— enun n€c c 4 —!OAAtu4A e n n 
1 1,0075. Hr 10 . 3. 800 
2 1,10 2,8 8 14 1 200 
NEUE 1,12 ` : ZEIT IDE. ONUS 14 “| . 1600 
4 . 144 ar 4B. 8 M i2 dos 100... 
5 1,15 ; H 5,9 9 DEES ! 2500 
DG 1 159 Mr ens (OU, i GR SL ` Zak 2 900 - 
FÉ 1,16 8,3 9 10 3 500 
Wi NEC l 29,6 9 9 .4000 ` 
9 1,16 [^ "IL "10 (EN '4800- 
10 1,145 - doro / : 10: 7 5000 : 
ELE E EE We > n SE e 77] 7700 UU — 5 700 
mi 2 E MICE DT n 148 ' Sig. — 6400 ` 
P $ x 
Tabelul 46 


„Regimurile orare de alimentare la multiplicarea drojdiei în treapta a V-a 
cu plămezi concentrate Lem er? 


Lapte 


d , ` Diamon- Clorură i-re: 

Ora Ace de drojdie, Melasi, | fosfat, | deamoniu, |- ANE 

e ad ep he "e aire ML o ird Mee «ics 

1 1,068 2 627 6,7 . H 8,7 . 950 
2 1,15 3021 4,2 7 uio, 1960 
3 1,17 3535 5,4 ei ` 8,7 2 500 
4 1,17 : 4 138 6,3 - 11 8,7 2 800 
5 1,17 4 839 7,4 11 10,4 3 150 
G . 1,18 5710 9,2 11: 10,4 3 700 
T7 1,17 6 681 10,3 11 10,4 3 950 
8 1,15 7 683” 10,6 9 i 580 3 000 
Gs Si 8 609 „9,7 9 8,7 3:450 
10 1,10 9 466 9.1 7 6,9 - 3 100 
11 108 10 223 8,0 7 6,9 2 650 
12 1,07 10939 7,6 3 2,8 2 450 
13 1,046 11 460 5,9 = — 1750 


Necesarul total de soluţii nutritive a fost: diamonfosfat 36,6 kg ames- 
tecat cu sulfat de amoniu — 71 kg, realizindu-se o soluţie de 15 hl, apă 
amoniacală — 42 ], diluată la 500 1. - - 

Cu privire la cantitatea. de săruri nutritive utilizate, s-au! folosit 
136 kg diamonfosfat în: soluţie de 20 It st 290 kg “clorură! de amoniu, de 
asemenea, în soluţie: de-20 hl. S-a renunţat la apa amoniacală, care nu a 
mai fost: necesară: pentrii corectarea pH-ului laptelui de drojdia. ` 


"3.3.6. ÎMBUNĂTĂȚIRI TEHNOLOGICE 


. . Pentru mărirea eficienţei economice s-au: introdus © serie de pro- 
cedee, dintre care se rețin cele prezentate în continuare. y 
Eliminarea apei extracelulare prin osmozá. Prin înglobarea de clo- 
rură de sodiu în laptele de drojdie şi spălarea acestuia, se poate mări 
conţinutul: de substanţă uscată a drojdiei. la peste '30%/, cu mărire. con- 
„comitentă a plasticitátii. Se poate renunţa astfel la o frămîntare: finală 
cu, un malaxor și. introducere -de-cantitáti- mici -de-apá-si ulei, măsuri 
necesare în cazul utilizării-de filtre-prese. 2+ ps 1000 no < 
- Reducerea numărului de faze de multiplicare. Deloffre (1916) a ela- 
borat un proces de: multiplicare în două faze, folosind alcoolul ca sursă 
de carbon, fără concentrare intermediară a laptelui de drojdie. La dilutii 
ale melasei de 1/8 se obţine o plămadă cu 39/, drojdie, exprimată în s.u. 
și 3,50% alcool. Aceasta este: diluată cu apă şi melasă, care se alimentează 
continuu în cantități mici timp de 12 b; randamentul obţinut este de circa 


100 kg drojdie de tip 270%% s.u. faţă de cantitatea de melasá. ` ` haiti 
„În prima treaptă, prin folosirea a 0,49/, drojdie cuib- o ținută, după 
„cum s-a arătat mai înainte, si 50?/ din cantitatea de melasă utilizată pen- 
tru multiplicare, rezultă '33—36 1 alcool si 110—120: kg drojdie din circa 
200 kg melasá: La sfîrșitul procesului se aduce întreaga cantitate de plă- ` 
madă alcoolică, fără separare, pentru înmulţire în treapta-a II-a. Aici are 
loc 'asimilarea alcoolului prin aerare intensivá, adáugindu-se treptat: res- 
tul de melasă și de săruri nutritive. | be geg A | ve 
Multiplicarea semicontinuă a drojdiei. În Cehoslovacia, la Trencin 
(1966), se aplică un procedeu de multiplicare semicontinuă în cascadă, în 
şase linuri, cu alimentare treptată, rezultînd în final din 100 kg hidrati de 
carbon, 53,5% drojdie tip 270% s.u. si 13%, alcool, ceea ce corespunde cu 
un randament de 97,6%, faţă de cantitatea de melasà. X AD ra Xon 
.. Depoluarea si valorificarea: apelor reziduale. Apele rezultate de la 
concentrarea laptelui de amidon în 'separatoarele. centrifugale sînt puter- 
nic poluate, prezentînd un consum biochimic de oxigen (CBO,) de pînă ia 
60 000 mg/l. Ele.se pot valorifica prin fermentare aerobá.cu culturi: de 
Torula, obtinindu-se drojdie furajeră. iser stel race nix nm d 
„Există ai posibilitatea: fermentării anaerobe pentru obţinerea de gaz 
metan (biogaz). Astfel, în S.U.A:, o instalaţie ce prelucrează 835 m? ape 
reziduale/zi obţine un randament de 'epurare.de:809/, și o cantitate de 
gaz metan de 0,313 m?/kg substanță organică. ds d.n j 
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. 3.3.7. PROCEDEE CONTINUE. 


„ Procedeele continue, care s-au afirmat pînă in prezent in industria 
drojdiei de panificaţie, funcţionează pe principiul: fermentării succesive 
într-o baterie de mai multe linuri, cu adaos treptat de mediu nutritiv. 
Cele mai cunoscute sînt procedeul Rost, de la fabrica Bramsch din Dresden 
(Germania) si procedeul Olsen/Sher, de la fabrica Dovercourt din Anglia. 
Conform procedeului Rost se foloseste o baterie de sase linuri legate 
între ele prin conducte aproape de fund. Se procedează la umplerea pri- 
mului lin şi declanșarea procesului de fermentare. După. 2 h se efectuează 
“legătura cu al doilea lin prin conducta inferioară şi la.umplerea concomi- 
uh tenă cu plămezi. pînă la echi- 

_ Tabelul 47  librarea. nivelului. Apoi se 

——— "realizează legătura cu al trei- 


Numă- - lea lin si se repetă operaţia ' 
} ii pH, | ratura, pînă la umplerea întregii ba- 
UN L : | dë 


. terii de şase linuri. Operatiu- 
nea de umplere a bateriei du- 


1 12 10 4,5 22 rează 14:h: Cantitatea de me- 
F 20 $ed Sliop -24 „lasă, şi de săruri nutritive se 
4 op. 20. să oa ~ distribuie in plámezile pate- 
5 19 30 58 . 30 . -— riei, conform celor indicate în 
6 cri AT 6 .29 . tabelul 47.-unde sint prezen- 


tate pH-ul si temperatura 
Ga To ara | | medie din fiecare lin. ` 

După maximum trei zile trebuie procedat la întreruperea parţială, 
în vederea sterilizării linurilor, pentru prevenirea apariţiei de infecţie si 
a scăderii puterii de fermentație a drojdiei. y a emeq A 

"În cazul opririi linului nr. 1 se procedează la pomparea plámezii par- 
Hal fermentate, după 2 h de la alimentare,-în linul nr. 2, fără a. se mai 
adauga melasá în linul nr. 1. Urmează sterilizarea acestuia si scurtcircui- 
tarea lui timp de 2 h. Drojdia de íinsámintare este obținută după procedee 
clasice. În ansaniblu, durata de curăţire-sterilizare este mai redusă în 
situaţia scurtcircuitării zilnice timp de 2 h a cîte unui lin, decît la proce- 
deele discontinue, iar durata totală de multiplicare, mult mai scurtă. 

Prin procedeul Olsen/Sher (1963) se utilizează tot şase linuri, a cîte 
40 500 L eu pompe de vehiculare a plămezii partial fermentate de la un 
lin la altul. Producţia de drojdie este de.2 t/h într-o instalaţie practic 
complet automatizată, respectiv sterilizarea melasei, reglarea concentra- 
Hei plămezilor, a debitului de plămezi şi soluţii de săruri nutritive, a apei, 
aerării, temperaturii, pH-ului, combaterii spumei pe bază de program şi 
înregistrării cantităţii de drojdie rezultată în fiecare lin. — ^ ^^ 
. Drojdia este alimentată din instalaţia de culturi pure de 4 500 1 în 
primul lin, unde are loc o multiplicare pînă la o concentraţie de 70 g/l. 
După aceasta, se transvazează plămada în linul următor cu alimentare 
concomitentă de melasă si săruri nutritive, unde se continuă procesul 
pînă la realizarea din nou a concentraţiei de 70 g/l. În ultimul lin, ca și 
la procedeul din Dresden, nu se mai alimentează melasă, avind loc un 
proces de saturare, după care drojdia este trimisă la:separare şi deshidra- 
tare. : 
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Recent, fluxul tehnologic conceput de Olsen a fost puţin modificat. 
prin aplicarea de linuri cu aerare intensivă de tipul Vogelbusch. Durata 
„ întregului ciclu de producţie este de circa 80 h. ` ER o 
In U.R.S.S. existá mai multe variante de instalaţii asemănătoare de 


multiplicare continuă (Plevaco, 1962). o 


3.38. CONGELAREA DROJDIEI ` 


Pentru prelungirea conservabilitátii drojdiei comprimate se poate 
proceda la congelarea la —30*C. — 250 pie e n N au i 
. Date ample in legáturá cu aplicarea pe scará industrialá a unui astfel. 
de procedeu provin de la fabrica din Dresden. La. această unitate, H. Rost 
a introdus o metodă de congelare a: drojdiei de panificație pe palete. 
într-un tunel, în cutii de carton. Fiecare paletă. contine șase rînduri de 
cutii a cîte cinci, respectiv cîte. 450 kg drojdie. Paletele cu cutii cu droj-. 
die se păstrează în tunel timp de 48 h, la —30*C, interval in care tempe- 
ratura drojdiei ajunge la —15*C. Apoi paletele ze introduc! in camera 
frigorificá, care are temperatura de —15*C, unde se păstrează timp de 
pînă la 9. săptămîni, folosindu-se . palete cu montant pentru realizarea 
de stive mai înălte. În astfel de -condiții drojdia, care a avut iniţial o 
putere de .creștere. de 56 min, prezintă după o lună o putere de creştere 
de 75 min. Durata totală de: conservare prin congelare poate fi de pînă. 
la 9 luni. aus Af" wr b e donus net 
Decongelarea drojdiei se efectuează la temperaturi de.4..;12?C. În 
situaţia păstrării prin: congelare a drojdiei, timp de 6 luni și a deconge- 
lárii lente, puterea de creştere. ajunge la 85 min, cu pierderi concomi- 
tente în greutate de circa 10% prin evaporare.. Preţul de cost al drojdiei 


comprimate astfel conservate creşte cu:circa 100/9. - 


3.3.9. USCAREA DROJDIEI ` 


Perisabilitatea deosebită a drojdiei :comprimate: și fluctuațiile mari 
de cerințe de consum condue la imposibilitatea realizării unei producţii 
continue. In cazul păstrării drojdiei la temperaturi de 1...49C se poate 
asigura o conservabilitate de maximum trei săptămîni, după care feno- 
menele de autoliză conduc la o degradare rapidă a: acesteia. Chiar si la 
păstrarea prin congelare alterarea are loc mult mai repede decît în situaţia. 
utilizării drojdiei proaspete. Ven Neel ee er 

Din motivele arătate, încă dinaintea - primului război mondial, s-a 


încercat mărirea conservabilitátii drojdiei prin uscare. Astfel, s-ar putea 
realiza, în afară de prelungirea conservabilitátii, reducerea masei prodü- 
sului comercial la circa 1/3, prin eliminarea cantitátii corespunzátoare 

Principalul inconvenient: al drojdiei uscate după procedee clasice con- 
stă în pierderea activităţii. Deşi s-au elaborat instalații de uscare la tem- 
peraturi scăzute de 30... 40*C, activitatea proteazelor a crescut, atacîn- 
du-se astfel complexul enzimatie, cu consecința: scăderii activităţii cu 
cirea 5007. Rezistenţa termică a drojdiei crește cu scăderea umidității. 
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Dacă la umiditatea de circa 70%% se distrug 5009/5 din celule la temperaturi 
de pînă la 60°C, la un conţinut în substanţă, uscată de circa 90%/ rezis- 
tenta termică a celulelor creşte la. temperaturi de pînă la 95°C. Dacă droj- 
dia astfel uscată se păstrează în stare neprotejată, activitatea ei scade in 
decurs de o lună cu circa 10%, deoarece ea este foarte higroscopică. 
Pentru prevenirea acestui inconvenient se încearcă de mult timp păstra- 
rea drojdiei uscate sub atmosferă de gaz inert, în cutii sau pungi din ma- 
terial plastic. Drojdia uscată, păstrată în atmosferă de azot, își pierde din 
` activitate 1—1,59/5, în timp de o lună, atit timp cit recipientul este închis. 
Pentru mărirea stabilităţii s-au introdus, în- granulele sau táiteii de 
drojdie destinate uscárii emulsii de grásimi in proportie de pînă la 2%, 
substanţe antioxidante (hidroxianisol butilat 0,10/0) sau: alţi compuși ten- 
sioactivi (esteri ai zaharozei în: doze de 1%/). În felul acesta se obține 
drojdia uscată denumită impropriu activă, comercializată de- cele mai 
multe ori sub formă de comprimate cilindrice cu diametrul de 1—2 mm 
si lungimea de 2—4 mm, iar uneori chiar márunfitá în stare pulveru- 
“lentă. Drojdia uscată obţinută prin procedeele clasice de deshidratare cu 
aer cald necesită un anumit timp de rehidratare (circa 5 min) cu apă la 
40...:45*C, pentru a fi adusă în stare de activitate normală, respectiv ce 
posibilitatea creșterii aluatului de piine. În cazul reconditionárii cu apă 
rece se pierde pînă la 25%, din substanţa uscată în apa de rehidratare 
dacă drojdia nu este protejată cu emulgatori. În situaţia manipulării ne- 
corespunzătoare pot apărea fenomene grave de degradare din cauza per- 
meabilităţii mărite a membranelor celulare, în comparaţie cu. cele. nedes- 
hidratate. Aceasta duce la: solubilizarea uşoară a tiaminei, riboflavinei, 
acidului nicotinic, precum si a altor compuși valoroși. Structura perete- 
lui celular se schimbă cu atît mai mult, cu cît avansează procesul de 
deshidratare. Temperatura de rehidratare trebuie să fie de 30... 40*C.. 
Pentru deshidratare nu se pretează toate culturile de drojdii. 5e 
preferă obţinerea de culturi verificate în prealabil, caracterizate prin 
conţinuturi de proteine de minimum 400/, faţă. de s.u., cit şi printr-un 
conţinut ridicat de trehalozá. Aceasta trebuie să fie de peste 109/5. În 
astfel de condiţii, drojdia uscată cu aer cald îşi recapătă activitatea în 
maximum 2 h, iar în soluţii de zahăr, într-un timp şi mai scurt. Prin 
adaos de difosfati ai hexozelor și anumite săruri anorganice se reduce 
perioada de inducţie, după afirmaţiile lui Pis (1978). | j 4 
In S.U.A. se produce drojdie uscatá activá (ADY — active dry yeast) 
cu ajutorul unei tulpini special selectionatá pentru acest scop. Ea poartá 
numărul 7752 în colecţia de culturi a S.U.A. (American Type Culture 
Collection) şi se caracterizează: printr-un conţinut redus de azot (6,5— 
7%% s.u.). E ENZ P PON | 
= Dintre metodele de deshidratare practicate, cea mai răspîndită în 
perioada dintre cele două războaie mondiale a fost cea în dulapuri, res- 
pectiv etuve, în care,.sub influenţa unui.curent de aer de 30... "rer 
drojdia sub formă de.granule sau táitei a fost supusă unui proces de 
deshidratare lentá de piná la 24 h, iar uneori si peste acest timp. Ulterior 
s-au. utilizat si uscătoare cu benzi iar pentru stimularea deshidratării, 
substanţe. higroscopice, precum silicagel. La unele instalaţii. s-a urmărit 
mărirea efectului de deshidratare prin aplicarea vidului, cunoscute fiind 
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uscătoarele cu talere de tipul Bamag-Meguin, care efectuau procesul ` 
printr-o:vibrare concomitentă. 520€; | 
j După procedeul Rumpelt (1970), drojdia’ comprimată cu un' conţinut 
în substanţă uscată de circa 30%/, este presată cu o mașină similară cu cea 
de :tocat. carne, obţinîndu-se. táitei care sint deshidratati cu aer la 36*C. 
Urmează o uscare finală cu un uscător cu patru benzi suprapuse la Zem. 
peraturi creseinde dé pînă la.45*C. EA EIS ee 

O instalaţie cu funcţionare continuă, descrisă de Belokon (1962), se 
compune dintr-un extruder si o bandă metalică perforată sub formă de 
sită, ce trece printr-un tunel. Acesta din urmă este compartimentat în 
patru zone, prin care se suflă aer alternativ de jos în sus și invers, în 
flux perpendicular față de deplasarea benzii. Drojdia în prealabil des- 
hidratată pînă la un conţinut în su. de 309/,:este trecută prin extruder 
şi tăiată în tăiței 'cu diametrul de 1,5:mm si lungimea de 3 inm, căzînd 
de'acolo pe banda metalică. În cele patru zone de uscare aerul are tem- 
peraturi de 42, 37, 32 si 28°C. Durata totală de uscare este de 2—4 bh. 
Instalatia este construitá de Courtesy Proctor and Schwartz Inc. - 

„La capacități mai mici se oferă un uscátor ce funcţionează pe prin- 
cipii asemănătoare, cu circulaţia aerului de sus în jos şi invers, dar pre:. 
văzut cu camere, acesta avînd o funcţionare discontinuă. Doa c3 

<O: altă instalaţie discontinuă folosită în U.R.S.S. aplică uscarea cu 
tamburi. rotativi, efectuindu-se: deshidratarea în 2 utilaje, ultimul func- 
tionind' sub vid. Temperatura drojdiei nu: depăşeşte 45°C, iar: cea a deru- 
lui” insuflat 'este de 50*C. Tamburul este: prevăzut cu o sită cilindrică 
concentrică interioară, aerul fiind insuflat în spaţiul dintre cei doi cilindri 
şi evacuat în atmosferă printr-o hotă terminată. cu cicloane pentru sepa- 
rarea şi recuperarea prafului de drojdie antrenat. Tamburul are o lun- 
gime de 4,85 m, diametrul 2,2 m şi realizează 4 rot/min. Durata‘ totală 
de uscare este de circa 13 h. : TOMUS E Lic. EI 

“Conform “metodei Mitchell, drojdia predeshidratatá este uscată: în 
final sub vid pînă la un conţinut rezidual de circa 304; umiditate. Înainte 
de utilizare ea trebuie rehidratatá cu apă în anumite condiţii: Durata:de 
rehidratare a fost mieşorată prin înglobarea unui amestec de sorbitan- 
-aciz "Stade: "rg MA DUI Hein su 

Nu au lipsit încercările de utilizare conconiitentă.a unor solvenţi! sau 
adsorbanti, în vederea măririi -conservabilitátii drojdiei. Dintre „aceștia 
se citează kieselgurul, gelatina, suspensiile de dextrină si amidon, glice- ` 
rina etc. Fink si colab. au introdus ín drojdia comprimată sulfat de sodiu 
calcinat, care tinde să absoarbă apa, formînd produse de recristalizare cu 
10 molecule de apä. “Procedeul s-a dovedit: eficace pentru culturi de 
drojdie :destinate laboratoarelor, dar nu pentru aplicarea industrială. ` 

. In URSS. s-a elaborat de către Institutul de -Cercetări Alimentare 

un procedeu de uscare în mai multe trepte; astfel încît temperatura în 
produs să nu depăşească 33°C. Rezultatele cele mai bune s-au obținut în 


urmátoarele condiţii: ` wu UM xdi. 

— treapta I: apa intracelulará: este evaporatá cu vitezá constantă, 
continutul de umiditate scăzînd:de la 75 la circa 520/,. Puterea de crestere 
rámine practic neinfluentatá. Pentru aceasta se folosește aer cu tempe- 
NE 45...48*C si umidităţi relative de cirea 159^, 'la viteza de 
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. — treapta a II-a: se caracterizează prin reducerea conţinutului de 
apă la 16...23%, viteza de uscare scázind. Temperatura aerului insuflat 
-este de 35°C, iar umiditatea relativă a acestuia creşte pînă la 30975: .... 

. '—treapta a III-a: viteza de uscare scade considerabil. Se eliminá 
restul apei intracelulare cit şi o parte din apa de constituţie, astfel încît, 
în final, umiditatea va fi de 7,5—8,5%. Temperatura aerului este. de 
.32...35?C si umiditatea relativă crește la 36%. ep, if / 

- ^La toate procedeele de uscare ou: aer cald, inclusiv:la cele sub vid, 
puterea de creștere, in comparaţie cu cea a drojdiei comprimate, scade 
la sub.50%/. ke vanat ru TEE IG 

^^ Rezultate mai 'bune s-au obţinut prin utilizarea unor procedee de 
liofilizare, cu folosirea concomitentă :a unor stabilizatori. Dar si în astfel 
de cazuri durata procesului a fost de peste 12 h, cu condiţia aplicării unui 
vid corespunzător cu 0,1—4 torr. Instalaţiile: folosite au însă capacităţi 
relativ mici si costul deshidratárii este ridicat. . ; 

Nu au lipsit în ultimul: timp încercările do uscare: prin pulverizare 
în instalaţii folosite pentru producerea laptelui-praf. Rezultate bune s-au 
obținut numai dacă temperaturile produsului: nu: au crescut; peste 30°C, 
ceca ce a condus la micşorarea considerabilă a rentabilităţii instalaţiilor. 
Prin înglobarea anumitor stabilizatori s-au “putut înlătura. în parte 
aceste inconveniente, putindu-se folosi aer de .75... 150°C.: Avantajul 
produsului obţinut este cel de consistenţa pulverulentá, nefiind necesară 
o rehidratare. înainte de utilizare. De-asemenea, pulberea obținută poate 
fi: ambalată în pungi de polietilenă..caşerată, fără protecţie: de gaz inert 
sau prin aplicarea vidului. andrey efron m. 

: Progresele cele mai mari în uscarea drojdiei s-au obţinut după apli- 
carea pe scară mare a procedeelor de deshidratare pe Got fluidizat. Pînă 
în prezent s-au impus procedeele Pressindustria,. Vogelbusch si Langejan, 
care 'se caracterizează prin aplicarea fluidizării cu aer, deshidratat în prea- 
Jabil, astfel încît temperatura drojdiei să nu depășească 40*C. Se obţin 
granule poroase cu conservabilitate de peste un an, care au nevoie de 
rehidratare înainte de - utilizare. Materia primă constituie drojdie com- 
primată, deshidratată în fază finală în filtre rotative sub vid, astfel încât 
conţinutul în s.u. să fie de 30—330%/.' Produsul astfel obţinut este trecut 
fie. printr-un extruder, obtinindu-se táitei cu diametrul de 0,7—1,5 cm, 
fie prin răzătoare. Ca materie primă se folosesc culturi de drojdie care 
să . asigure” obţinerea după multiplicare a unor produse . cu : 39—40 
hidrati de carbon, 6—70/, N și:2% POs. pèt à ZEI 

“Instalaţia -Pressindustria constă dintr-o cascadă de 4—6 grátare 
oscilante, peste care drojdia supusă uscării trece treptat, fiind supusă în 
acelaşi timp acţiunii unui curent încrucişat. de aer deshidratat de 
30 ...60*C. Din 100 kg drojdie comprimatá se obţin circa 30 kg drojdie 
uscatá;.cu o umiditate de "äis, Consumul de abur este de 3—4 kg, iar cel 
de energie electrică de 0,5 kWh/kg drojdie uscată (fără cel necesar pentru 
producerea frigului). Durata de deshidratare, în functie de caracteristi- 
cile materiei prime, este de 1—3 ore. Puterea de creştere, determinată 
după metoda SJA a produsului păstrat timp de 48 h la 48°C, este d 
450 cm?, faţă de 500 cm? a:drojdiei comprimate (fig. 93). . | 

Instalaţia Vogelbusch se caracterizează prin folosirea de cárucioare- 
grătar care, după umplere cu drojdie comprimată sub formă de tăiţei, 
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-Drojdie de la filtru -- a 
sub v ' 

Siloz drojdie 
uscatà 


Masinà ombcla! ` 


„Fig. 83.. Fluxul tehnologic al procedeului Pressindustria. ` 


sint aduse la instalaţia de deshidratare, unde drojdig este, supusă flui- 
dizării în circuit- închis. „Pînă la reducerea. „umidității, corespunzător cu 
un conţinut, de s.u., “de circa 9394. Durata unui ciclu este de circa 2 h. 

. Instalatia Langejan, . elaborată in. Olanda, realizează fluidizarea. în 
agregate cilindrice verticale cu fund gros. Durată de uscare pe pat flui- 
dizat este de 30 min la temper aturi medii de 32,5?C. Pentru ameliorarea 
structurii se înglobează în. materia primă . propilenglicol,. glicerină sau 
esteri graşi ai,sorbitanului. În ultimul timp se preferă utilizarea de 1 Di 
monostearat de sorbitan. Ca şi. la celelalte produse. active obținute prin 
fluidizare, str uctura produșului este fragilă şi nu este necesară O rehidra- 
tare.. . 
; Instalaţia - .Starcosa-BMA arare obținerea ` 'continuă de drojdie 
activă uscată printr-un pr ocedeu 'de granulare și deshidratare în pat flui- 
dizat. Drojdia rezultatá in filtrele rotative sub vid este supusă. granulării 
sub formă de comprimate cilindrice. Acestea cad într-un transportor în- 
clinat care alimentează uscătorul în pat fluidizat, prevăzut cu hotă şi 
ciclon pentru eliminarea aerului uzat si cu instalaţie de alimentare cu 
aer deshidratat si răcit. Drojdia uscată. este transportată pneumatic î în- 
tr-un recipient tampon amplasat deasupra maşinii de ambalat. 


Pentru producerea a.1 t drojdie uscată, cu 2A s.u. este necesară o 
cantitate de 3,2.t drojdie cu 270%/a Su. 


S-au efectuat încercări compar ative cu. privire la puterea de creştere 
a aluatului. în. condiţii standardizate, folosind atît instalaţii de uscare cu 
tambur la presiune. atmosferică, cît si în pat fluidizat. Testul constă. în 
determinarea cantităţii de dioxid. de carbon dezvoltată în. 165 min la 28°C 
dintr-un aluat obţinut din 100 g făină, 55 ml apă si 2 g de sare. La drojdia 
comprimată de tip. uzual, cantitatea de gaze. dezvoltată. în astfel.de con- 
ditii este de 450 ml. În. funcţie de metoda de uscare conţinutul de pr oteine 
(NX6,25 s.u. Gil. ai cantitatea de gaze dezvoltate (în ml) în 165 min sînt 
prezentate in tabelul 48. 

„Faţă de tendinţa de a folosi culturi de dr ojdii OU un continut de 40% 
proteine. față de's.u., la Institutul din Delft (Olanda), conform descrierii 
lui Langejan (1972), s-a izolat o sușă de drojdie destinată proceselor de 
"uscare prin fluidizare, denumită Ng 1777, care duce la obţinerea de droj- 
dii cu peste 50% proteine. Cantitatea de: gaze dezvoltată în 165 min la 

28*C la drojdia comprimatá este de 586 ml, față. de 450'ml la drojdia 
obișnuită. Folosind procedee de uscare cu tambur, cantitatea de gaze dez- 
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Tabelul 48 


| a Agentul de S.u., Proteine, Gaze, 
Metoda de uscare dcdit hide | m | » in 
Tambur — e 92,7 | | .424 299 
Pat fluidizat i — WERBLL E 41,6 342 
Pat fluidizat 1,5%, monoste- A iac» 
. arat-sorbitan Jd ré Ca: 40,6 302 


voltate în condiţii UNA a fost de 337. m iar cea în instalaţia olandezá 
cu pat fluidizat, de 499 ml. În felul acesta, puterea de creştere a drojdiei 
uscate prin ` “fluidizare este mai mare decit cea a. drojdiei comprimate 
uzuale. 

| Drojdia uscată activă se ambalează uzual în pungi de polietilenă sau 
pliofilm eu o folie suplimentară | exterioară de aluminiu. Ambalarea are 
loc sub vid sau sub protecţie de gaz inert, astfel încît conţinutul de oxi- 
gen din ambalaj să fie sub 0,5%. În asemenea condiţii drojdia pierde 19/ 
din activitate pe luná la temperatura mediului ambiant, 'garantindu- se o 
durată de conservare de 1—1,5 ani. În situaţia păstrării in stare neam- ` 
balată în prezență de aer, pierderea. de ' activitate din prima, lună este 
de ` K i 

Reducerea activităţii este atribuită distrugerii. parțiale a  cocarboxi- 

lazei si scăderii conţinutului de fosfolipide. Drojdia uscată activă este 
mai săracă în azot decît cea comprimată, conţinutul nedepásind 1,9979. 
Cu creşterea acesteia se mărește activitatea în panificaţie, iar cu scăderea 
lui creşte stabilitatea drojdiei. Conţinutul. de fosfat, „exprimat în P;05, 
este de circa 1/3 din cel de azot. 


ED 4. TEHNOLOGIA DROJDHLOR £ DE BERE. 


"toiul de bere reprezintă drojdii de cultură folosite pentru trans- 
formarea mustului de malt în bere, prin fermentație alcoolică. Uneori 
mustul conţine. şi extracte de cereale 'nemaltificáte sau soluţii de zaharuri, 
a căror propor tie poate creşte pînă la 50/ faţă de cea de malt. În primul 
caz, se adăugă anumite preparate enzimatice la fierbere, pentru. 'solu- 
bilizarea in principal a hidratilor de carbon la un nivel care să permită 
asimilarea lor prin metabolismul drojdiilor. Adaosul de preparate enzi- 
matice este necesar, in general, în cazul depășirii proportiei de 209/ a 
înlocuitorilor de malt. La proporţii de peste 60/, în cele mai: uda 
cazuri, se influenţează negativ însușirile senzoriale ale berii. 

Procesul de fermentare este însoţit de o creştere a temperaturii mus- 
tului, de formarea de alcool etilic . Și dioxid de carbon, de produse de 
metabolism ale drojdiilor, precum $i de sedimentarea . drojdiilor, după 
realizarea .unui anumit grad de fermentare. Urmează o maturare prin 
fermentarea lentă la temperaturi mai : scăzute unei părţi, din restul de 
extract, cu înglobarea in: bere. de: dioxid de carbon degajat, prin menti- 
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nereala o anumită presiune. Prima fază poartă denumirea de fermentare: 
pr incipală: sau primară, iar ultima de fermentare secundară sau maturare 

După cum s-a arătat mai înainte, în funcţie de tipul de bere urmărit: 
a se obţine, se folosesc două specii de dr ojdii si anume: 

— Saccharomyces cerevisiae care fermentează la suprafață, la tem- 
peraturi de 15 .. . 25°C, celulele de drojdii înmugurind puternic sub formă 
de cojoc. După inmugurire. celulele se ridică în stratul de spumă, formînd 
cojocul. Ele au o capacitate respiratorie puternică și por fermenta numai 
o treime din cantitatea de rafinozá prezentă; 

_— Saccharomyces carlsbergensis (uvarum): care Stu submers 
(fermentație inferioară), la temperaturi de 5... 10°C; cu înmulţirea mai 
slabá. Sporii apar. la incubarea pe un bloc de ghips. după 60—72 h de 
incubare în cîteva celule faţă de numai 48 -h necesare la celulele de. 
Saccharomyces cerevisiae. Prin multiplicarea în decursul fermentării 
mustului cantitatea de biomasă rezultată este mult mai mică, ea crescînd 
de 3—4 ori faţă de cea iniţială, în timp ce la drojdiile de fermentație 
superioară, în condiţii similare, biomasa crește de circa 6 ori. Rafinoza 
poate fi fermentatá integral, deoarece, pe lingá capacitatea invertazică, 
aceste: drojdii posedă si o capacitate 'melibiazicá.  Descompunerea . com- 
pletá a rafinozei depinde: de existenţa în: celule'a patru gene R5, Rə, Ry, 
si Me. Dintre acestea, doar Me „sintetizează, ea „lipsind, în celulele de, 
Saccharomyces cerevisiae. . 

. In cadrul acestei specii se gásesc rase si “tulpini Werbe diferenţiate, 
dintre care unele drojdii se depun la fund, spre sfîrşitul fermentárii, 
fiind denumite aglutinante sau floculante, iar altele rămîn în masă, reali- 
zind'un grad mai ridicat de 'fermentare, denumite drojdii pulverulente. 

Diferentierile" prezentate ` anterior nu sînt obligatorii si absolute. 
Există“ tulpini de Saccharomyces cerevisiae care fermenteazá la tempera- 
turi mai scăzute si nu se ridică la suprafaţă și, invers, drojdii de fermen- 
taţie inferioară care activează la temperaturi de peste .10*C. În anumite 
condiţii, drojdiile aglutinante  (iloculante) tind să treacă la forme pulve- 
rulente,. S-au izolat un număr enorm de rase și tulpini: care se deosebesc 
prin putere ea de fermentare, compoziţia şi calitatea berii obținute (in. 
special stabilitatea, gustul si aroma), capacitatea de asimilare, a substan- 
felor ce participă în metabolism, randamentul de multiplicare, rezistență 

faţă de degenerare, autoliză, infecţii ş.a. În consecinţă, în funcţie de tipul 
de bere dorit, sub. aspectul” compoziției, tăriei, gustului, culorii se vor 
folosi drojdii-cuib corespunzătoare. “Acestea pot proveni din culturi pure 
de laborator sau prin. recuperarea drojdiilor dezvoltate la o şarjă prece- 
dentă de fermentare. Drojdiile de insámintare vor fi cu atit mai adec- 


vate, cu cit vor mitura liq pag uq aa berii dorite, : “după mai 
multe refolosiri. ` 


3. 4 1. DROJDIA- CUIB DEN STATIA op CULTURI A FABRICII 


Tehnicile de izolare a: culturilor i în iilor: au fost erebi mai 
înainte, fiind identice pentru: toate culturile de 'drojdii. Culturile. izolate 
sint păstrate de preferinţă in. laborator, în mediu de zaharozàá: 10%, la în- 


tuneric si temperaturi de 8 ,... . 10°C, condiţii i in care are loc numai o slabă 
dezvoltare. 
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Înainte de multiplicarea în vederea utilizării în fabrică, ca drojdie de 
cuib, trebuie efectuată o înmulţire în laborator si o verificare tehnologice 
biologică.. Înmulțirea se realizează în trepte si anume: in prima fază într-un 
balon de 1 1, în care se lasă să fermenteze cultura la 15°C in must de 
malt de 10—12?Bllg. După declanșarea fermentării intense, se trece conti- 
nutul intr -un balon de sticlá de 51, se completează cu must și se fermen- 
tează la 14 ;.. 15*C. Pentru acest scop există si recipiente metalice conice, 
așa-zisele vase Carlsberg, cu tuburi laterale în formă de S,cu filtru de vată 
și stut de inoculare. Un recipient universal de verificare a. ferimentării 
culturilor, de 5 1, care permite si efectuarea procesului sub presiune, a 
fost: realizat, în R.D. G., de Schade (1976). Aparatul se tine în termostat sau 
intr-o instalaţie adecvată de menţinere la temperaturile 'dorite. | 

Însuşirile tehnologice ce se urmăresc în proba de 5 1 sînt: feza de 
înmulţire, - formarea de creste si descompunerea acestora, capacitatea de 
sedimentare, culcarea si consistenţa depunerii, precum si durata de fer- 
mentare. 


. Viteza de înmulţire depinde, în special, de numărul de celule de droj- 
die din must si de temperatură. O tulpină corespunzătoare trebuie, după 
36 h, să prezinte pe fund o colonie vizibilă de celule de „drojdie. Formarea 
crestelor durează 2—3 zile si se manifestă Ca Oo spumă care, după acest 
interval, trebuie să se spargă rapid. Dacă nu se verifică aceste fenomene 
trebuie să se renunţe la cultura pentru înmulțire mai departe. După trei 
zile proba trebuie să fie limpede și sedimentul uniform, consistent şi ne- 
ted. Culoarea trebuie să fie galben deschis şi nu gri. Prin: răsturnare este 
necesar ca să se evacueze berea din recipient, fără antrenare de sediment. 

Puritatea biologică se verifică. la microscop. Se urmărește prezenţa 
bacteriilor, a drojdiilor sălbatice, cit și a pediococilor. Prezența bacteriilor 
este: demonstrată. prin tulburarea unei probe în apă alcalină la 25?C în 24 h. 
Bacteriile lactice se observă în: butelii închise în berea tratată cu cărbune 
activ, Drojdiile sălbatice se identifică: prin | determinarea „capacităţii de 
sporulare. Celulele de Saccharomyces carisbergensis se pot sporula în ast- 
fel de condiţii, spre deosebire de cele de drojdii sălbatice. În ansmblu, 
infecțiile si puritatea se pot urmări si prin metodele descrise anterior. 

“Dacă cultura de drojdie de 51 corespunde probelor tehnologice şi 
biologice, ea poate fi înmulțită mai departe în hou a de 50 1. Fermen- 
tarea se. efectuează la temperaturi de 12...14*C. De aici se continuă 
înmulţirea în staţia de culturi a fabricii si nu în laborator. - 


Stațiile. de culturi se „compun. din recipiente pentru sterilizarea 
mustului, recipiente. de prefermentare (incubare) si de fermentare (pro- 
pagare).: Recipientele sint construite din cupru. sau oţel inoxidabil si au 
forma cilindrică verticală, uneori cu fundul conic. Ele au fie serpentine 
de încălzire, fie mantale duble prevăzute cu zone de încălzire cu abur și 
altele de răcire cu apă. Transvazarea dintr-un recipient în altul se efec- 
tuează, de preferinţă, pe principiul monte-jusului cu aer steril. De cele 
mai multe ori staţia de culturi se compune dintr-un recipient. de sterili- 
zare a mustului şi cîte două de prefermentare şi de fermentare sub pre- 
siune. Ele sint prevázute cu ventile de siguranţă, cit si cu dispozitive DS 
prevenire a suprapresiunii în momentul răcirii şi golirii. 
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Stațiile de culturi au fost concepute de Hansen si Kühles, perfec- 
tionate de Wichmann și alţii. Se preferă creșterea capacităţii recipiente- 
lor, de la'o fază de înmulţire a drojdiei la următoarea, de 5—10 ori. 

Kretschmer. a realizat o instalaţie de culturi pure 'compusă din două: 
recipiente de 1,5 și 15 hl. După obţinerea unei culturi în timp de 3—4 zile 
în recipientul mic, se procedează la transvazarea in recipientul. mare, 
peste must steril, omogenizare cu aer steril și reintroducerea a 1,5 hl in 
recipientul mic. Continuă multiplicarea ín. recipientul de 15 hl timp de 
3—4 zile, obtinindu-se cantitatea de drojdie cuib pentru insámintarea a 
100 hl. must. Instalaţia produce la interval de 3—4 zile cantitatea de droj- 
die necesară pentru însămînţarea a cîte 100 hl must. La circa 3 luni se 
reinnoieste cultura cu o tulpină multiplicatá în labor ator. 

În Cehoslovaeia se preferá statiile de culturi. pure cu două SErcipitai te 
de sterilizare a mustului de cîte 30 hl, un număr de cinci. recipiente de 
insámintfare de cîte 100 1, două de prefermentare de cîte 6 hl si unul de 
fermentare de 30 hl.. Instalaţia Kretschmer $i cea din Cehoslovacia 
(Skoda) au fost descrise de Hlavacek. (1961). Schema de amplasare si az 
legáturilor de abur, (1), apă (2), aer (3) : si must (4) e a instalaţiei de tipul 
Skoda se pot urmări din fig. 84. 

În ţara noastră (1977) se construiesc staţii de culturi pure din pre 
şi din oțel inoxidabil. Ele se compun din (fig. 85):  - 

— gi cae de ster Kee must cu manta dublă și fund conic Va 
6501; Is 

— douá recipiente de cu (preteen tide) de cîte 360 l; 

— un aparat de fermentare (propagare) de 4 000 1. 

Recipientul de sterilizare must este de tip cilindric vertical, cu fun- 
dul superior eliptic, iar cel inferior conic. Mustul de bere se: introduce in 
partea inferioară si se sterilizează: prin injecție de abur.: Urmează răcirea 
la +7*C cu apă de +1°C,; introdusă în mantaua care îmbracă circa aii din 
partea cilindrică. 

Inainte de umplere, recipientul se spală si se sterilizează cu abur 
$i formol. 

. '" Durata de sterilizare este de circa 2 ore. In decursul sterilizárii mus- 
“tului şi al răcirii are loc barbotarea intermitentă de aer dublu filtrat (ste- 

ril), care se introduce atit prin partea superioará cit şi prin cea inferioară 
a recipientului. 

Dintre armăturile principale ale vasului de stărilizarie| a mustului. se 
citează ventilele de suprapresiune si vid, cu ` funcționare: ROME la 
depășirea parametrilor permiși. 


Recipientul cu capacitatea de 650 li are diam bini inc de 900 mm, 


diametrul exterior de 1020 mm, înălțimea interioară „de-i 700. mm şi 
ináltimea totală de 2 200 mm. 


.. Recipientul de. incubare primeste ris cd de la GER de sterilizare 
prin suflare pe principiul monte-jusului. E] este prevăzut cu un vas anexă 
pentru păstrarea drojdiei preparate în fază de laborator Și inoculată din 
balonul Pasteur. Aceasta este introdusă în condiţii sterile în must în ve- 
derea multiplicării. Dioxidul de carbon rezultat este evacuat printr-un 
$tut si robinet în partea superioară a recipientului. Cele două incubatoare 
funcţionează alternativ, transvazarea drojdiei BER A în pecus 
de fermentare tot pe principiul monte-jusului. 
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Fig. 85. Stație pentru 
culturi pure de drojdii. 
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Un vas de încubare de 360 1 are diametrul interior de 600 mm, înăl- 
timea interioară de 1600 mm și înălţimea itotală de 2000:mm. | = = 

“Sub aspect constructiv recipientul. de încubare este de tip vertical 
cilindric, cu capacul si fundul înclinat, respectiv conic. spre centru. El este 
susținut pe trei picioare. Nu are manta dublă. În partea superioară: este 
prevăzut cu supapă de siguranţă si cu stuf pentru alimentare cu aer. 
Acesta serveşte pentru. transvazarea în recipientul de fermentare a cul- 
turii de drojdie multiplicată, folosind principiul monte-jusului. Tot pe 
capac se găsește :ștuțul pentru alimentare cu must din sterilizator. Pe 
fund se găsește un stut terminat cu un ventil cu trei căi, dintre care una 
servește pentru trimiterea: een în „recipientul. de fermentare, iar a 
doua pentru golire totală. . 

În aparatul de fermentare : are: E multiplicarea de. circa. 10 ori. 
culturii de. drojdie primită din incubator. Procesul fiind exoterm, site 
entul este prevăzut: cu manta exterioară de rácire care acoperă 2/3 din 
înălțimea cilindrică. Vasul are o formă de pară, cu fundul conic. inclinat 
spre. interior. Armáturile sînt asemănătoare cu cele; ale: recipientului de 
sterilizare a mustului. Astfel, el posedă stuturi pentru alimentare cu: must 
si cu abur (A) atit in interior cit si în manta, precum şi altele pentru apă 
(a). Golirea drojdiei are loc în partea inferioară, prin. stutul central, pre- 
văzut cu ventil. De aici drojdia poate fi împinsă cu aer prin intermediul 
unei conducte sau al unei legături flexibile de cauciuc pină la linurile.de 
angajare , ale. sectiei de fermentare primará a berii. Condensul se evacu- 
ează prin c. 

Sub aspectul dimensiunilor, ER ds propagare (fermentare) 
de 4 000 1 are diametrul interior de 1 700 mm, diametrul exterior. de 
1832 mm E: înălțimea totală de ei "n mm, din. care cea interioará de 
2 600 mm.: 

Toate aunida, — Si ke de legătură sint confec- 
tionate din otel inoxidabil; 
~- — două reçipiente; de incubare (prefermentare) cu fund c conic, de cite 
360 1, Ø 600 mm, H—1 600 mm; 

Pratt aparat de fermentare (propagare) cu manta dublă pentru răcire 
şi fund conic, de 4 000 1,( 1 800 mm, H=2 600 mm. ~ 

Durata unei sarje este de circa 9 zile. O șarjă a staţiei de. culturi pure 
corespunde pentru însămînţarea a 2.000 hl. Dacă cultura este viguroasă 
Și suspensia. de drojdie are un conţinut de substanță uscată de peste 12%, 
recolta de 30 hl este suficientă pentru 6 000 hl. 


. Multiplicarea . drojdiei prin sisteme de cultură în recipiente închise 
prezintă. dezavantajul imbátrinirii rapide a drojdiei, al apariţiei frecvente 
de mutanti în urma contactului. „îndelungat cu pereţii recipientelor meta- 
lice, al duratei lungi a stării de anaerobioză si al lucrului la temperaturi 
mai ridicate decît cele. din practica industrială. Acestea conduc la modi- 
ficári frecvente ale însușirilor tehnologice ale culturilor de drojdii. 


„Pentru, inlüturarea inconvenientelor amintite există şi sisteme de 
multiplicare a'culturilor pure în. circuit deschis. Acestea constau din in- 
ocularea culturii în must; sterilizat şi răcit la 42°C, folosind recipiente me- 
talice (inox sau cupru) cu capac: Pentru 10 1 must se utilizează 50 ml 
suspensie grosierá de drojdie; După - declanşarea puternică. a fermentării 
se: adaugă o papitata dublă de must. Se recoltează crestele, care- se in- 
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troduc în alt recipient basculant pînă la însămînţarea linului de fer- 
mentare. Metoda este simplă si in: caz de efectuare corectă se exélyde 
ip n de infectie. 


342. ÎNSĂMINȚAREA DROJDIEI-CUIB 


Procesul de fermentare a mustului de bere este iniţiat prin insámin- 
tarea drojdiei-cuib in must. Aceasta poate avea loc în linurile de fermen- 
tare sau in linuri de prefermentare, neprevăzute cu instalaţii de răcire. 

Doza de drojdie necesară depinde de caracteristicile acesteia, de tem- 
peratura de fermentare si de concentraţia mustului. Pentru drojdiile de 
fermentație inferioară și musturi: de 12?Bllg se folosesc doze de.0,5 1 sus- 
pensie:grosierá de drojdie cuib/hl: must. Aceasta corespunde ou circa 15 
milioane celule/ml must. ! 

© -Procesul de fermentare primară: durează 6—10 zile, balón tehnolo- 
giei uzuale. Astfel, la o doză de 0,5 1 drojdie/hl si temperatură de 10°C, 
durata este de 9 zile.: Mărind doza la 2 Y hl, durata de fermentare se reduce 
la D aile, Musturile de culoare închisă. şi concentrație. ridicată necesită 
doze mărite de drojdie: De asemenea, se: „măreşte doza de ace amies -cuib, în 
următoarele situaţii: 


. — la refolosirea de drojdii rezultate din sarje precedente, caz in care 
cu cresterea numărului de refolosiri apare o »Obosire* a culturii, fiind 
necesară mărirea cantităţii de suspensie de drojdie de insámintare; 


— in cazul semnalárii de infecţii. cu bacterii termofile; 
— ]a utilizarea de linuri metalice neizolate, in incáperi reci; 
— la asigurarea insuficientü:cu oxigen a mustului. : 


Asupra corelatiilor dintre dozele de drojdie, temperaturi, concentraţia 
mustului, tipul de drojdie, intensitatea de fermentare Și aul de 
multiplicare 1 in decursul fermentării se va reveni. 


In cazul introducerii mustului de bere intr-un lin de preferinentare, 
denumit si lin. de angajare, se preferă administrarea suspensiei de drojdie 
prin dozare automată în conducte de alimentare, concomitent cu aer ste- 
ril. Se folosesc instalaţii de tipul Venturi, lumînări „poroase, tuburi per- 
| forate s.a. Conţinutul de oxigen al mustului trebuie să ajungă la 7—8 mg/l 

must. În decursul prefermentării are 
Tabelul 49 
loc o creştere a temperaturii cu circa 
Corelaţia dintre temperatura - -2°C si o multiplicare a drojdiei la dublu 
de insámintare a mustului de bere - in decurs de 24 h. Apoi se pompează 
şi doza de drojdie 
mustul prefermentat împreună cu droj- 


infe! ^ue y cilm, d re dn 
| be t D HIT KO i. conținută în linurile de: fermen- 
Tempe=.: | Doan de ` tare. 
ratura, drojdie f 
Cuib Ihi d Uneori se practică isinai cu 
drojdie în -etape. Musturile parțial fer- 


LIE se amestecă cu altele: proas- 
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8,75 2 “pete. În ţara 'noastră se: procedează cu- 
T5 0,5 rent la amestecarea a două sarje de 
6,25 006244 must prefermentat într-un singur lin 


ageet ei adi azi lu, Tia Mitervale-de.6 h. In asttel de situaţii 


tr ebuie avut. grijă ca -tempriiturile' Jotuidlor: sá fie aproximativ. aceleași, 
fiindcă altfel: apare un-şoc termic, cu atenuarea activităţii drojdiilor. 

Pentru manipularea suspensiilor de drojdie se pot folosi pompe do- 
zatoare cu suruüb. Instalaţiile de culturi pure permit debitarea drojdiei- cuib 
prin suflare cu aer steril pe principiul - monte-jusului, ` creindu-se ` SL 
avantajul înglobării de aer în mustul insámintat. ` 

Corelaţia dintre doza de drojdie cuib și “temperatura de insámintare 
pentru musturi de 12^Blg, haue Hlavacek (1961), este prezentată în ta- 
belul 49. ga: 


34.3. MULTIPLICAREA DROJDIEI ÎN DECURSUL | 
PROCESULUI DE FERMENTARE A MUSTULUI DE BERE 


În. decursul procesului de. Termemnfage s a erger de bere are loc o 
înmulțire. a drojdiei-cuib, procesul fiind atit anaerob de fermentare, cit 
si aerob de respiraţie. Circa 989/,-din metabolism decurge în primul sens 
și circa 2%/ din mediul nutritiv este asimilat pentru înmulţirea drojdiilor. 
Activitatea în ansamblu, . inclusiv. randamentul şi viteza. de înmulţire a 
drojdiei, depinde de caracteristicile drojdiei cuib, de doza de GE 
compoziţia mustului, precum și de temperatură. 

Fermentarea are loc în două etape: fermentarea primară, caracteri- 

zată prin scăderea treptată a extractului pînă la un conţinut de circa 3%, 
cu înmulțire de 2—4 ori a culturii de drojdie si fermentarea secundară, 
la temperaturi mai scăzute, cu creşterea cantităţii de drojdie prezentă în 
mediu cu circa 300%/. 

În decursul procesului de fermentare primară cu drojdii Saccha- 
romyces carlsbergensis se disting, după Kunze (1971), patru faze şi anume: 

— înmulțirea intensă. a . drojdiei ou GEESS, extractului (Bllg), cu 
circa 0,1—0,2, timp de.o zi; 

-—- degajare intensă de. CO,, formare de. spumă. groasă, cu, scăderea 
extractului cu 0,5—1% pe zi, timp de 2—3 zile; 

— fermentare intensá cu creste înalte și scăderea éxtractului cu 
1—1,59/ pe zi, timp de 3—4 zile; 

— scăderea treptată a 'spumei, flocularea drojdiei Si aeria : ei 
timp de circa 2 zile. Fermentarea primară terminátá se consideră dacá 
extractul scade cu mai puţin de 0,2% pe zi. 

Drojdiile aglutinante- fermentează cantități mai mici din: atlete 
fermentescibile decît cele pulverulente. Pentru berea blondă se preferă 
realizarea (la fermentația primară) unor: grade de fermentare de 60—65, 
iar pentru cele brune 52—570. 

Mult timp. s-a crezut cá la A ders de linuri inchise, eege eX 
suprapresiuni de dioxid de carbon de 0,02— 0,01 bar, niultiplicarea drojdiei 
ar avea loc mai încet si randamentul de: dezvoltare mai slab. Cercetările 
din U.RS:S,, intreprinse de Leonovic.(1952), au demonstrat că starea fizi- 
ologicá a drojdiei, randamentul de multiplicare, proportia de celule moarte 
ŞI tendinţa de degenerare nu sînt influențate de forma constructivă ain- 
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stalatiilor uzuale. Ulterior s-a constatat că în tancurile cilindro-conice ver- 
ticale, de mari capacități și înălțimi, fermentarea. decurge relativ uniform, 
existind un echilibru între, tendința de depunere pe fund a: drojdiei si de 
antrenare prin ridicarea bulelor, de CO». S-au realizat tancuri cu înălțimi 
de peste 20 m, in care nu s-au , observat anomalii cu privire la. dezvolta- 
rea .drojdiilor si uniformitatea fermentárii, infirmind astfel conceptiile ce 
au dàinuit piná dupà 1970, conform cárora înălţimea, linurilor, de fermen- 
tare nu trebuie să treacă de 3 m (Kleber, 1971). ` ! We, s 

„„„ Conform relatărilor luï Narziss (1972), pentru fermentarea primară a 
musturilor normale de 12? Bllg există o anumită corelaţie între doza de 
drojdie cuib, durata de fermentare la 9,9?C si multiplicarea drojdiei (ta- 
belul 50). 


uL NES, P. ooo nl € Tabelul 50 
Rata de multiplicare a drojdiei de bere | 
in functie de parametrii tehnologici ! 


ab ieu ig Rro gt pata demu, 


drojdie, mentare pri- Tex | A da Ag UE 
Whiri: mară, zile : drojdie, hl ; tiplicare, 
- 770,5 A "9 2; A 
1 VT i SCD anra xr 2:215? 
eap b . „5 Sei da dh, | 


_Hlavacek (1961) prezintă, pentru un must de 10,25 % extract, rasa de 
drojdie 52, temperatură de insámintare 5,5*C, temperatura maximă de 
fermentare primară 9*C, datele din tabelul 51. . 


Tabelul 51 
Corelatia dintre doza de drojdie şi randamentul 
de multiplicare la fermentația primară 
. H H -—- 


Varianta experimentală . 


Caracteristici de fermentare primară 
EP E E e e ek pa de E EE 
TET MET l^ dash. dregii 
Doza drojdie, kg/hl 0,3 DD i lg 
Grad aparent de | nes | . 
fermentare, Ain 63, .| 68,1 69,6- 70,6 .. 
Durata de fermen- ` l | 
tare primară, zile: | 12 '- aeo Tr T 
„Recolta de drojdie, | w 
> et, 1 enen ah 1,91. 396:|. ..1992..|.....2:09 
Randament de droj- j ^c My e Mg 
die, 9/; 637 392 274 : 208 


E E E e " " v H " 
Randamentul de multiplicare a drojdiei. creşte cu mărirea dozei de 
drojdie-cuib si cu concentraţia mustului, la extracte iniţiale de peste 109/5. 
La musturi diluate situaţia este inversă. í hi dd: 
ul (men 
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Influenţa apese Sie oem asupra ! recoltei de onere conform 
unor date publicate de Hlavacek (1961), in conditii tehnologice .asemáná-; 
toare cu cele prezentate anterior, este arătată in tabelul 52. ` 


Ta belul 52 


 Influenta concentratiei de must. asupra randamentului 
de drojdii (Hlavacek, 1961) ` 


Concentrația mustului ` | 

primitiv, Die s.u. 10 | T | 4 
Doza drojdie cuib, kg/hl 0,83 055 | oa: 
Drojdia recoltată, kg/hl | MAT sul EE E 40,82 
Randament” drojdie, keker i 229. |» 2,19 2,56 


După sedimentarea drojdiei, la sfîrşitul procesului de fermentare pri-. 
mară (care nu trebuie confundată cu flocularea), urmează maturarea la 
temperaturi scăzute. În decursul maturării fermentează circa jumătate din 
extractul rezidual. În funcţie de sortul si de tipul de bere, durata de ma- 
turare este de pînă la 3 luni la temperaturi de —3...-+2*C. Maturarea 
are loc în recipiente închise, de: preferință- tancuri metalice la suprapre- 
siuni de CO, de circa 0,5 bar. Pe măsura scăderii conţinutului de extract 
fermentescibil, drojdia, ce acţionează în cantităţi mult mai mici, sedimen- 
teazá. În decursul acestui proces are loc o creştere a randamentului de 
multiplicare a drojdiei cu cirċa 0,3 kg/hl. e p 

Există si procedee de fermentare rapidă la temperaturi si i presiuni mai 


mari decît cele uzuale. Uneori sint necesare tulpini de drojdii special cul- 


tivate, Un procedeu transpus in practică in peste 200 tancuri cilindro-co- 
nice verticale de 2 500 si 5 000 hl, în care fermentarea primară si secundară 
se realizează în același recipient, a fost realizat in fosta R.D.G. 

Plecind de la un’ must cu un conţinut în extract de 13%, se fermen- 
tează în faza primară pînă. la un extract de 3% în 4 zile, la temperaturi 
de pînă la 9,5*C. Urmează ridicarea temperaturii la 1390 și a suprapresiu- 
nii de la 0,1 bar la 0,9 bar, care durează 5 zile. În acest timp are loc aglu- 
tinarea si sedimentarea drojdiei în partea conică a recipientului. În conti- 
nuare, berea este rácitá. pînă la 3°C, avînd loc maturarea timp de 5 zile. 
Durata întregului proces de fermentare primară și maturare este de 14 
zile. Gradul final aparent de fermentare este de minimum. 15% şi conti- 
nutul de CO, al berii 4,5—5 g/l..Socul termic si mărirea presiunii au. drept 
scop, pe de o parte, accelerarea. fermentării si, pe de altă parte, reducerea 
conţinutului de dicetone vicinale generate prin fermentarea la tempera- 
turi ridicate. Doza de drojdie de insámintare este de 1 1 suspensie grosie- 
rü pentru 1 hl must, respectiv circa 30 mil celule/ml. Continutul de ami- 
noacizi al mustului trebuie să fie: de minimum 16,1 mg N u-aminoacid Ja 
100 ml. Randamentul de multiplicare a drojdiei este de maximum 3 ori. 
Prin mărirea dozei de drojdie-cuib are loc o fermentare mai intensă, o 
creştere. a: conţinutului de dicetone vicinale, dar si viteza de descompu- 
nere a dicetonelor vicinale şi a predecesorilor acestora crește. Randamente. 
ridicate de multiplicare a drojdiei conduc la formarea unor cantități mă- 
rite de subproduse volatile de fermentare, precum și la prelungirea dura- 
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tei de fermentare-maturare. Astfel, prin creșterea la ‘dublu (cu 30 mil 
celule/ml) a cantității de drojdie, durata de maturare este de 34,2 h, față 
de 150,8 h pentru o mărire cu 70; mil celule/ml, la un conţinut total de 
subproduse volatile de 0,8 mg/l (Borkmann, 1978). l ' 


3.4.4. PUTEREA DE FERMENTARE A DROJDIEI 


Viteza de asimilare a.extractului exprimată curent prin cantitatea de 
extract consumată în 24 h, în % din extractul total al mustului, poartă 
denumirea de putere de fermentare a drojdiei. Uneori, ea se exprimă prin 
ml CO, degajati într-un anumit interval:de timp, de o cantitate dată de 
drojdie dintr-un must standard.. > ir UY d ; 


Puterea de fermentare depinde de rasa de drojdie si Starea fiziolo- 
gică a ei, de temperatură, doză si de compoziţia mustului. După cercetările 
lui Runkel (1975), puterea de fermentare are influenţă asupra spumei berii, 
pH-ului si viscozitátii acesteia. În funcţie de doza de drojdie Si rasă s-au 
obținut rezultatele prezentate în tabelul 53. . af i: 1 Sch 


„Tabelul 53 
` Influenţa dozei de drojdie asupra unor parametrii ai berii 


„Puterea de |. Persistenta ' 
fermentare, |... : i 
uy»n | ` sPumei,s 


Doza, ^ "| ' Viscozitate, - 
-g/kg pH; cP 


|: Drojdie aglutinantă 


PN . 0,35 A51. : 1,61 
"B 0,4. 134 . 443 1,59 
9 0,85 134 4,38 .1,61 
12 11 S N 230 «a uit V5 4,34 1,07 
'  '*. . [Drojdie pulverulentá | ` agi : 
3 083 x 4,37. 1,62 
We SÉ 79^] 133 4,38 1,62 
9 0,85 uf 145 4,35 1,62 
12. '0,95 -- 130 11,62 


. Puterea de fermentare crește, deci, cu doza de drojdie, iar pH-ul sca- 
de. Valori mai mari se obţin cu drojdii aglutinante. Variația persistentei 
spumei este nesemnificativă, iar-viscozitatea, practic, aceeaşi. ` "m 

Puterea de fermentare este influenţată cel mai mult de temperatură. 
Ea crește la dublu dacă temperatura de fermentare a drojdiei de fermen- 


tare superioară se mărește dela 15 la 20°C. — ^. — ^ 
. In fünctie de solubilizarea maltului si doza de insáminfare, puterea, de 
fermentare, determinată după 12, 24 si 48 h, precum şi filtrabilitatea berii, 
exprimată în pierderea de presiune, a variat la o drojdie aglutinantă, după 
cum se prezintă în tabelul 54. - | GE CH "ere 20 
Datele din tabelul 54 confirmă creșterea puterii de fermentare la doze 
mari de insámintare, ea fiind mai mare la musturile din malt cu solubili- 
zare slabă, inclusiv a filtrabilitátii berii. ` ea d y! | 
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Tabelul 54 


Influența solubilizării maltului si a gemet de Ge asupra procesului de- 


' “fermentare l | 

B: “| Malt cu solubilizare |: Malt cu solubilizare i 

Doza de drojdie, l/hl ; bună. ex i 7 ET, „slabă ` | 
Must primitiv extract, — |, 148 |. 118 - 11935 ode E 
Extract aparent final, déi 2,8 2,8 ep 3,15. 
pH bere ` 433 ` 4,25 . 436. CA 
Viscozitatea, cP . . 1,58: TIROS 1,75- T5 
Scádere extract 12 , D, 0/6 0,3 0,5 - Dën 0,6 
Scăderea extract 24 h, /p . 0,5 0,9 . 0,3 1,5. 
Scádere extract 48 h, 9 - 0,9 EE es Lë 39 
Pierdere presiune, bar: 0,5 0,35 - NISI 0,65 


ie berea de fermentație superioară ee observă: o creştere a puterii de 
fermentare, a filtrabilitátii si  persistentei spumei, cu mărirea dozei de 
drojdie cuib. | 


3.4.5. "RECOLTAREA si RECUPERAREA DROJDIILOR 


Rezultind cantităţi mai mari de drojdii în urma ferm ehiti decît cele 
de însămînţare, se urmăreşte valorificarea eficientă a excedentului. Cum 
am arătat mai. înainte, este posibilă refolosirea de circa 10 ori a drojdii- 
lor rezultate de la fermentarea primará: ca drojdie-cuib pentru sarja ur- 
máàtoare. Surplusul este valorificat in scopuri furajere, alimentare sau 
farmaceutice, ca sursă proteică şi de vitamine. Drojdia recoltată de la fer- 
mentarea secundară nu este reutilizată pentru insámintare, din cauza can- 
titàátii mici, a. compoziţiei neuniforme, în perde a proportiei mari de i im- 
puritáti şi de celule moarte. . : 

Drojdia sedimentatá dupá fermentarea „primară se compune e trei 
straturi: distincte: 

— stratul superior, de culoare brună, compus: din celule mici, , dar fi- i 
ziologic. active, cu multe impurități mecanice, precum albuminoide, rásini 
de hamei şi substanţe tanante; 

,— stratul mijlociu sau de miez, de BER? deschisă, cu puritatea bio- 
logică cea.mai ridicată si conţinut redus de impurități, ` 
| — stratul inferior, în care predomină trubul și celulele grele de deoir 
die, care s-au depus primele (celule moarte si răşini de hamei). . 

“Conform, concepţiei clasice, pentru reinsámintare se pretează numai 
stratul mijlociu, care trebuie recoltat separat cu ajutorul unei lopeti de 
lemn, iar celelalte straturi sînt colectate în vederea altor uilizări. Cerce- 
tări ample efectuate de Eschenbecher şi Hindelang (1976) au arătat că di- 
ferentierea drojdiilor pe. bază de straturi depuse nu este: justificată. sub 
aspect fiziologic-fermentativ. Recuperînd separat. drojdiile din cele trei 
straturi si refolosindu-le la şarjele următoare de fermentare, cu 10 re- 
luări succesive, nu; s-a putut găsi o diferență cu privire la randamentul de 
multiplicare, proporția de celule moarte, puterea de fermentare şi calitatea 
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berii. De altfel, din linurile orizontale de mari capacităţi este practic im- 
posibilă recuperarea pe straturi, recoltarea efectuîndu-se mecanizat cu 
jet de apă rece. .. ( zl AS K 

Drojdia destinată reutilizării se colectează în vane răcite, iar restul este 
trecut prin filtre-prese în vederea recuperării berii şi reducerii conținutului 
de umiditate la circa 15—800.: :: Ai à 


.. jn decursul păstrării drojdiei 'ca atare sau sub apă, metabolismul con- 
tinuă, ceea ce se caracterizează prin modificarea greutăţii volumetrice. 
. Dacă drojdia-nu este ţinută sub apă, cica atare (15% s.u); ca suspensie 
grosieră, se reduce treptat substanţa uscată Și greutatea volumetrică. Ti- 
nută sub apă, drojdia se poate inmulti pînă la un moment dat, după con- 


statările lui Hlavacek (1961), efectuate pe mai multe rase de drojdie și ti- 
puri de bere. 


„La berea din must concentrat rezultă o drojdie eu greutate volume- 
trică si conţinut; de substanţă uscată mai ridicat decit de la un must slab. 
După 2 h, independent de (ul de bere, se consumă circa 3004 din-s.u., dar 
în cazul tinerii drojdiei recoltate în vane sub apă rece crește greutatea vo- 
lumetrică şi conţinutul de substanță uscată, proportional cu tăria mustului. 

Runkel (1975) este de părere că prin păstrarea drojdiei în bere rece 
are loc o dezvoltare slabă, cu scăderea -greutății specifice si a substanţei 
uscate raportată la un milion. celule (tabelul 95). 


Tabelul 55- 
Dezvoltarea drojdiei-păstrată în bere rece - 


[i^ 92 hs) | Milioa-' mmm, ` 
. Mediul Sec Ex e ne ce- | lioane: 
` lule/] | -celule 


5 ———— —M 


Must... 


nn NP "1 ere i d ai 
. Drojdii proaspete. .10,85. | 3,3 42 500 0,078 
Drojdie in bere de 


8 zile „10,88 | 2,68 | 45000 | 0,060. 


| Tabelul ag Deci, în 8 zile, drojdiile păstrate in 
Proporția de celule moarte în functie ipae Sen E ei 20% din substanța 
de spălare şi durata de păstrare hie. pk dpi) Leg A ptr 

Y lu. . .. Cu cit drojdia se păstrează la tem- 

e Proportia de celule peraturi mai ridicate, cu atit autofer- 

Timpul moarte, % — . mentatia si proteoliza sint mai puter- 

xA Ore NEM | e Matz nice. De asemenea, proporţia de celule 

EE | nespălate. moarte, atit a drojdiei spălate cit si a 

Kë: se că celei nespălate, creşte cu timpul de 

17 ape dp -12 „păstrare. Contrar . așteptărilor, după 

21 Td 10 Runkel, la drojdia spălată se' regăsesc 

IN. De e mai multe celule moarte, în funcţie de 
Ge, jid VE ie dog DEET ET TF Has "1. 

120' 45^ "25 ^ Într-o altă experienţă, Runkel con- 


) io sstatá că puterea de fermentare (ml CO,, 
Am Ti Ple rogare Fa gea, dr. ës Ti | . À t K " Ew it d 


după anumite minute de fermentare) scade cu durata de păstrare a. droj- 
diilor:în apă la 4*C. RI | ia tdi a 
“În ultima variantă s-au introdus. în drojdia veche- atitea celule astfel 

ca numărul de celule vii să fie identic cu cel din prima variantă. În pri- 
mele 60.min de fermentare drojdia proaspătă produce de 42 de ori mai 
mult CO, decît cea păstrată timp de 18 zile, la/aceeasi cantitate de celule 
vil.. j DO uS sia] ZK Vë E : MI nz TE 
-O metodă de recuperare, frecvent întilnită pentru linurile mari, con- 
stă în colectarea întregii cantităţi de drojdie depusă, fără separarea in stra- 
turi şi folosirea ei pentru prefermentare în ziua următoare. După 24 h se 
depune drojdia moartă împreună cu trubul rece antrenat, iar mustul pre- 
fermentat este trecut în alte linuri pentru fermentare. Aceasta este cea 
mai eficientă şi simplă metodă de recuperare a drojdiei pentru reinsámin- 
tareng (unm $ 1 inum eia Ze: Ain 

În'cazul reutilizării drojdiei pentru însămînţare, ea trebuie purificată 
în prealabil de particulele de trub, substanţe proteice şi tanante, rásini de 
hamei, celule moarte şi, pe cît posibil, de alte microorganisme. În special 
substanțele mucilaginoase tind să micşoreze permeabilitatea membranei 
celulare. În practică se preferă spălarea și cernerea, respectiv trecerea prin 
site oscilante: cu mărimi ale ochiurilor de .0,4—0,5 mm. Apa de spălare 
trebuie să aibă temperaturi de 4 ... 5*C si o duritate totală de maximum 
10? germane. Spălarea poate fi efectuată prin următoarele metode: ` 

— prin simplă agitare cu apă în vană şi eliminarea apei în exces după 
depunerea celulelor de drojdie; m Cash 

— -prin suspendare în linuri, apa intrind în partea inferioară, iar im- 
puritátile eliminindu-se prin preaplin. Pierderile sint mai mici decit prin 
metoda precedentá, iar eficienta redusá; ^ X UE 


— prin decantare in pilnii, in care se introduce apă tot prin partea 

inferioară. Drojdia se ridică, se eliminá apa de la fund, iar impuritátile 
ușoare prin sifonare. Pe acest principiu lucrează aparatul kurz, 
„ Prin înlocuirea berii.ca mediu de păstrare cu apă, se schimbă presiu- 
nea osmotică, ceea ce are drept consecinţă mărirea volumului celulelor. cu 
continuarea fenomenelor vitale. În afară de consum de substanţă uscată 
au loc transformări metabolice, în parte necunoscute, care îmbunătăţesc 
capacitatea de aglutinare. Astfel, prin spălarea drojdiei cu o soluție de hi- 
droxid de sodiu 0,3%/ şi în continuare cu KOU 0,15% se reduce conside- 
rabil capacitatea de aglutinare. Lăsînd drojdia în continuare sub apă, 
această însușire revine treptat. . MH gari 

În'ultimul timp se preferă spălarea combinată. cu purificarea: chimi- 
că, prin adaos de acid fosforic la un pH cît mai scăzut. După Mând! (1975), 
rezultatele cele mai bune se obţin cu un preparat ce conţine acid lactic 
0,5%, acid fosforic 0,3%, acid clorhidric 0,10%, acid: tartric 0,1%, acid ma- 
lic 0,6%% şi acid sulfuric 0,1%. Contactul, trebuie să De de 4—6 h. 
În U.R.S.S. Maltev a introdus. o metodă de purificare cu acid sulfuric 
174. Doza este de -0,25—0,5 1/1: - suspensie grosierá de drojdie. După 
amestecare intimă se lasă în repaus timp de 40 min, după care urmează 
neutralizarea cu o soluţie de bicarbonat de sodiu. După 15 min se ridică 
spuma albă ce se formează si.se completează cu apă, se decantează după 
sedimentare si, in final, se acoperă cu apă în proporţie de A Gärt apá/l 
parte lapte de drojdie. 
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- Drojdiile spălate se tin sub apă în vane, la temperaturi de 0... 4?C. 
Se recomandă schimbarea zilnică. a apei şi limitarea: duratei de “păstrare 
la maximum 10 zile. Pentru durate mai mari se vor aplica măsurile de- 
scrise în cap. ;,Conservarea drojdiei“. Le ki 

„O instalaţie de purificare a drojdiei. recuperate, de mare capacitate, 
a fost. concepută: de Prandtl.si pusă în funcţiune la fabrica de bere Lö- 
wenbrău din. München. După relatările lui Hlavacek - (1961). drojdia se 
aduce prin pompare folosind pompe cu roti dinţate și conducte metalice 
fixe. piná în recipientul A. cilindric vertical, care are rol de monte-jus. 
De aici, cu aer sub presiune, drojdia este împinsă prin filtrul-presă B, 
de unde.se recuperează berea separată, care este colectată. în recipientul 
C si reutilizată prin cupajare cu. altă bere. Drojdia presată este colec- 
tată în recipientul D unde este amestecată cu apă ai pompată în sita 
rotativă E, de unde. este. debitată în colectoarele P. Aici ea poate fi sus- 
pendată cu apă, eliminindu-se impuritátile uşoare și preluînd numai 
drojdia sedimentată. În acest scop, se foloseşte o conductă cu nivel va- 

yi 


riabil, comandat de un plutitor (fig. 86).. 
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“Fig. 86. Iàstalatie Prandtl de purificarea drojdiei. 


„Pentru deshidratarea parţială s-au introdus centrifuge cu ‘camere 
colectoare şi funcţionare discontinuă. Ele pot realiza un conţinut în sub- 
stanţă uscată de pînă Ja 25%. În S.U.A. se folosesc si filtre rotative sub 
vid, care pot mări conţinutul în substanță uscată a masei de drojdie 
pînă la 3204. ` v "T | IA 


|. 84.6. FLOCULAREA DROJDIILOR 


“Sub aspectul tendinței de separare a celulelor de drojdii din sus- 
pensia de bere Ia sfirsitul procesului de fermentare primară: se: disting 
tulpini cu însușiri de floculare, denumite şi aglutinante şi altele ce ră- 
mín disperse în masa de bere, denumite pulverulente. Ia 

"În cazul drojdiilor de fermentație submersă ‘tipurile floculante se 
depun pe fundul recipientului, în timp ce la cele de suprafaţă ele se ri- 
dică în stratul superior al berii, formînd o créastá ce retine bule de di- 
oxid de carbon. Astfel, rezultă o structură 'trifazică, eterogenă, stabilă, 


compusă din gaze, lichid 'și celule de drojdie. : Di 
`. Drojdiile aglutinante conduc la obținerea de bere cu grad redus de 
fermentare, mai dulci si atenuate, cu conţinut redus de dioxid de car-. 
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bon. La maturare este necesară uneori adăugarea de creste. Berea ob- 
ţinută astfel se filtrează mai uşor. roodo: în PP ADaă en 
Drojdiile pulverulente produc o fermentare mai avansată, dar cu 
tendinţa de a conferi berii un gust.de drojdii, prin. secreția unor .pro- 
duse. ale metabolismului: sau prin fenomene. de autolizá. Ele:se evită in 
cazul, aplicării de procedee de fermentare: rapidă în recipiente de mare 
capacitate, unde este necesară: o:depunere avansátá a drojdiilor în: scurt 
timp pentru a obţine o stabilitate biologică. corespunzătoare. Rasele ti- 
pice. de drojdii floculante poartă: denumirea auxiliară de Saaz,.spre-deo-. 
sebire de cele pulverulente care primesc denumirea de Frohberg. ` = 
Capacitatea de floculare este: unul dintre. indicii calitativi de bază: 
luat în considerare la reutilizarea culturilor de drojdii pentru şarje ur- 
mătoare de fermentare primară a berii. ` ` Pa (N 


„Hough (1957) a propus diferenţierea drojdiilor sub aspectul tendin- 
{ei de flocurare, luînd in considerare următoarele tendinţe de formare: 
— peliculă de reste pe suprafaţa aer-lichid, in suspensie apoasă; 
. — agregate stabile, in soluţie de clorură de calciu in mediu tam- 
pon la pH=8,5. Unele tulpini prezintă agregare prin: adaos de maltoză, 
iar altele rămîn ca atare, precipitind în situaţia adăugirii de etanol; 
. — agregate în soluţii. de clorură de calciu, la-pH=5,0,.ca atare, sau 
în urma adăugării. unei tulpini apropiate (floculare mutuală), 
— legături de celule într-un mediu de extract de malt. . 
Gilliland (1951) clasifică drojdiile de bere sub aspectul tendinței de 
floculare, precum urmează: | a br EID MOVERI, 
— clasa I:.dispersie. completă în toate stadiile de fermentare; 
— clasa. II: dispersie completă initial, formînd conglomerate. slabe, 
cu puțin înainte de sfîrșitul fermentatiei primare;. za vu paria 
— clasa HI: dispersie: completă initial si floculind la. sfîrşitul. fer- 
mentatiei primare sub formă de mase.compácte; ^ . 
 .— clasa IV; începerea rapidă a floculării în primele faze de fer- 
mentare. ` E o uh rA BPO CLEAR d 
. , Mecanismul floculării este încă insuficient elucidat, constatindu-se 
aspecte fizico-chimice, efecte ale mediului înconjurător, influenţe gene- 
tice si ale metabolismului, legături cu structura celulară ș.a. ` 
În suspensii apoase, precum și în anumite condiţii de pH ale mus- 
tului si berii (3,6—5,6), drojdiile de bere migrează spre anod în anali- 
zele electroforetice, comportindu-se ca niște coloizi cu sarcini negative. 
Într-un mediu mai acid, respectiv la un pH sub 2,3, se schimbă sarcina. 
In felul acesta se comportă atit drojdiile floculante cit si cele pulveru- 
lente, reactia fiind mai slabă în. ultimul caz. Drojdiile floculante pot fi 
defloculante prin spălare cu apă distilată ai refloculate prin adaos de 
cationi bivalenti, sau'polivalenţi, în special de calciu. = ^ ^ 
Compoziţia mediului influenţează capacitatea de. floculare. Astfel, 
compușii macromoleculari ai malţului si mustului -stimulează procesul. 
Se citează, în special, derivati ai glucanului, precum carboxilanul la 
concentraţii de peste 600 mg/l și unele glicoproteine (Miromoto, 1975). Prin 
mărirea conţinutului de acizi asparagic si glutamic din must, se stimu- 
lează, de asemenea, flocularea. Maltul provenit din orz recoltat timpuriu 
tinde la micșorarea capacităţii de floculare a drojdiei, în timp ce maltul 
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cu conținut ridicat de substanţe gumoase (treberina din -.orzoaicá) se 
comportă invers. 5200 0500005 | 

„În funcție de compoziţia hidrocarbonatată a mustului de bere. flocu- 
larea începe, de obicei, la grade diferite de "descompunere. a hidraţilor 
de carbon fermentescibili. Astfel, dacă mediul contine. glucoză si mal- 
toză, flocularea începe la un grad de atenuare (descompunere) de :389/, 
într-un mediu cu maltoză, la un grad de scindare de 48%, iar într-unul 
compus numai din glucoză la o atenuare de 560/9. | , n 


Proteinele influenţează flocurarea, putînd cauza şi apariţia de feno- 
mene de redispersie, după cercetările lui Kijima (1954). | 

Acţiunea floculantá a ionilor de calciu si de magneziu 'a fost scoasá 
in evidentá de cátre Mill (1964). Aceasta apare in special la un pH. de 
circa 4. Un fenomen antagonic se observă în prezenţa ionilor de sodiu. 
Prin tratarea ` de drojdii floculante eu agenţi de esterificare, ` precum 
1,2-epoxipropan, sau cu formamidă, ia naștere o dispersie a celulelor de 
drojdie. De asemenea, prin contact cu produse cu punti de . hidrogen, 
precum uree, sau prin reducerea constantei” dielectrice a mediului se 
poate provoca o.agregare a drojdiilor pulverulente. Formarea de punti 
de calciu în pereții celulari, care leagă grupările carboxilice. din celule- 
le învecinate stimulează flocularea. Fenomenul este deosebit de pronun- 
tat în prezenţa fosfaților de“ calciu în must, după _ constatările lui 
Stevart (1976). ^" . | xo MI 

Teoria stimulárii prin puntile de calciu este combátutá de Fujino 
(1978), care sustine cá rolul calciului se limiteazá la trecerea proteinelor 
în forme active pentru realizarea de noi legături. Astfel ar exista un 
mecanism de legáturá intre anumite proteine si polizaharide din peretele 
celular. Fenomenul este influențat: de conţinutul: .de-manan-proteine si de 
fosfati. La sfîrșitul floculárii- scade conţinutul de manan:.al celulelor, 
fapt dovedit prin tratare cu soluţie de acid fluorhidric. După constată- 
rile lui Taylor (1975), manoza este capabilă să dizolve flocoanele tratate 
cu acid fluorhidric, spre deosebire de cele nesupuse acestui: tratament. 
Legăturile fosfodiesterice din mananul pereţilor celulari nu ar participa 
la floculare, aceasta fiind provocată de grupele carboxilice ale proteine- 
lor pereţilor celulari. Wenger Ge ED 

După cercetările efectuate in. Cehoslovacia de. Isajevova (1974). la 
metabolismul anaerob si aerob, în situaţia apariţiei fenomenelor de flo- 
culare, au loc schimbări între. raportul manan. și: glucan din celulele. de 
drojdii. În situaţia culturii aerobe flocularea este mult diminuată, iar 
raportul dintre manan si glucan. la procesele de multiplicare continuă 
a drojdiei este de 2,7—4. La metabolisme. anaerobe acest raport este de 
1,9—1,9 la procesele de fermentare continuă, în timp.ce, la cele, discon- 
tinui, raportul spre sfîrșitul aglutinării este de 1,3—1,8. ire 

Masschelein: et Devreux (1957) nu au găsit.o diferentá intre glucan 
şi manan-la drojdiile. aglutinante si pulverulente. La ambele tipuri, ín 
decursul fermentatiei, fracțiunea glucanică rămîne constantă în perioada 
de dezvoltare a drojdiilor, dar fracțiunea mananică scade mai repede la 
drojdiile aglutinante, crește pînă Ia un maxim si descrește apoi la cele 
pulverulente, urmind apoi o uşoară mărire în decurs de 120. ore de. fer- 
mentare. 
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Masschelein asociază floculenta cu evoluţia pereţilor celulari, con- 
statînd o asemănare între aceasta și cea a 'celulelor întregi. -Flocülenta 
apare: minimă cînd: conţinutul de: manan și densitatea -sînt maxime. 
Perioada de floculare în: decursul dezvoltării, coincide cu. sinteza mana- 
nului și raportul proteine/manan. determină stadiul fiziologic al celulei. 
in favoarea acestei ipoteze Masschelein aduce următoarele. argumente: 

— un conţinut minim de manan corespunde cu o floculare maximă; 

— perioada de defloculare s-a eliminat prin dezvoltare în prezenţă 
de fluorürá de.sódiu,.care este um inhibitor a sintezei mananului prin 
intermediul fosfoglucomutazei; AZ DA E ` 

— la sfîrşitul fermentaţiei peretele celular al drojdiei defloculate 
conţine mai puţin manan decit cel al drojdiei pulverulente; : i 

^ — o floculare rapidă rezultă în. cazul dizolvării mananului la tra- 
tarea drojdiei pulverulente cu alcalii; ie up e SCH 

— endofermentatia drojdiilor floculante în prezenţă de 2,4-dinitro- 
fenol depășește pe cea a:drojdiilor pulverulente. s TAG 

Conform acestor ipoteze floculența ar fi un fenomen ciclic cu faze 
alternative: de defloculare și. floculare. în fermentatii- succesive, durata 
relativă a fazelor depinzind de sinteza ai de. degradarea mananului şi, 
în consecinţă, de raportul manan/proteine din peretele celular. .; . 
| După Rainbow (1966) floculenta este genetie controlată, fiind în 
legătură cu. metabolismul drojdiei. Capacitatea de floculare este provo- 
cată de 1—3 gene. La:sfirgitul fermentatiei primare ea depinde de un 
anumit stadiu al metabolismului şi vîrstei fiziologice a drojdiei, in 
limite definite ale compoziţiei berii. ab i f X 

„Alţi cercetători au confirmat faptul.cá.floculenía: creşte. în. ultima 
jumătate a fazei Jor de dezvoltarea drojdiei. După: Mill (1964), pereţii 
celulari ai/drojdiei conțin un compus de: azot. Dacă acesta este sintetizat 
insuficient din cauza lipsei de azot, sau a lipsei de energie, se dezvoltă 
o floculentá potenţială. ` ` EIN Py 

Harris a apelat la sistemul NAD/NADP. pentru confirmarea ; teoriei 
metabolice: a. floculării, bazindu-se; pe următoarele. constatări verificate 
experimental: |: 5.02 54 frr eren a ` BI ze GEI tus i 
^ '— flocularea. steriospecifică dependentă: de tulpina de drojdie; ` 

— flocularea mutuală-a tulpinilor de drojdie; | 

— necesitatea unor ioni polivalenti; pf 

„— asociaţia floculării cu sfîrşitul fermentatiei. . TT E di 

Kijima (1963) susţine că. sistemul fermentativ al drojdiei constă 
dintr-o" parte sensibilă (alfa) si una insensibilă (beta) de ioni uramilici 
si că există o relaţie închisă inversă între floculenta si contribuţia la sis- 
temul alfa. Nu s-a descoperit pînă în prezent încă natura sistemelor 
alfa et beta. 1 ati fnt a 

O trecere în revistă a teoriilor despre floculare a fost ptezentatá de 
Windisch (1969). Acesta a ajuns la concluzia cá există tendința apari- 
tiilor de mutații de la tulpinile. aglutinante in cele pulverulente, dar nu 
și 'invers. Aceasta apare în special la drojdiile cu defecte de respiraţie. 
O cantitate minimă de manan la sfîrşitul procesului de fermentare pri- 
mară, alături de creșterea conţinutului de aminoacizi sau de alte pro- 
teine, reprezintă constatări certe ale floculării. Legăturile dintre acestea - 
nu au fost încă elucidate. — [IUS Lach i 
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. In vederea prevenirii efectelor nedorite ale. .mutaţiilor din celulele 
de drojdii de bere care degenerează din aglutinante in. pulverulente, 
Darret (1974) recomandă stabilirea cinéticii de dezvoltare la fiecare sarjá 
de. fermentare, determinarea capacităţii de fermentare şi stabilirea mu- 
tantelor de drojdii cu defecte de respiraţie. | po i i 


3.4.7: PRODUSELE DE METABOLISM ALE DROJDIILOR 
DE LA FERMENTAREA MUSTULUI DE BERE 


În decursul procesului de fermentare a mustului de! bere rezultă, 
în afară de alcool si dioxid de carbon, o serie de produse secundare de 
metabolism pe care le secretă în mediu, cunoscute sub denumirea de 
'subproduse ale fermentárii. | 7  .^ . ^ ipei Iri agp 

. Cantitatea si compozitia acestora depind de particularitátile droj- 
diei, -de compoziţia mustului, precum si de modul de conducere a pro- 
cesului tehnologic. Principalele. subproduse ale metabolismului drojdiei 
sînt alcoolii superiori, esterii, acizii organici, aldehidele, dicetonele vici- 
nale şi compușii cu suit ^ ^" — ic RI KU 


(s 347.1. ALCOOLI SUPERIORI 


| Denumiţi si uleiuri de fuzel, aceștia reprezintă, alături de esteri, 
principalele componente ale aromei si gustului natural al berii. Canti- 
tatea generată variază între 60 şi 180 mg/l, din care circa 80/, se for- 
mează în decursul fermentatiei primare. Se regăsesc sub formă. de alcooli ` 
alifiatici şi aromatici. PNE 26 "7 d 

Principalii alcooli alifatici rezultați sînt: n-propanolul. prezent în 
cantităţi de pînă la 15 mg/l; n-butanolul generat în cantităţi de 0,4— 
0,6 mg/l si izobutanolul (2-metilpropan-1-ol) metabolizat în cantităţi de 
5—8 mg/l. Dintre alcoolii aromatici predomină alcoolul fenil-etilic, pre- 
zent în cantităţi de pînă la 20:mg/l în berea de fermentație normală, dar 
ale cărei cantităţi pot depăşi: 45 mg/l în cazul aplicării: metodelor de 
fermentare intensivă. Acesta conferă berii un gust de flori. Urmează 
triptofolul cu gust uşor fenolic, slab amar si tirozolul, cu miros puternic 
de fenol, ambele prezente în cantităţi de pînă la 10 mg/l.. | 

După Hashimoto. (1966), nivelul de alcool izoamilic nu crește în 
decursul maturării, acesta reprezentind pînă la Gët din cantitatea de 
alcooli superiori. "i o in Be quib xU t ~) 

Ca si in cazul celorlalte produse ale metabolismului drojdiilor, can- 
titatea si compoziţia alcoolilor. superiori depind de particularitátile droj- 
diilor, de compoziţia mustului. și de condiţiile de fermentare. Gig 

După Thorne, tulpina de drojdie exercită cea: mai mare influenţă 
asupra formării alcoolilor superiori. În afară de particularitátile specifice 
„culturii, se observă o influenţă pregnantă determinată de specia de droj- 
die, respectiv de cea de fermentație superioară sau inferioară, cît si.de 
tipul, aglutinant sau pulverulent. E !2y Gest bat GC 

După Szlatky (1973), drojdiile de fermentație superioară sintetizează 
în condiţii normale de fermentare 100—180 mg alcooli superiori/l, iar 
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cele de fermentație inferioară 60—90 mg/l. În ambele cazuri predomină 
alcoolul izoaminic. Drojdiile aglutinante generează mai mult n-butanol 
şi mai puţin 2-metilbutanol decît cele pulverulente. ` | 21524 

Slavko (1970) compară: cantităţile de alcooli aromatici produse de 
diverse tulpini de drojdie, regăsind la cele aglutinante cantităţi mai mici. 
În comparaţie cu drojdiile pulverulente, conținuturile medii de alcooli 
aromatici au fost: triptofol 3, respectiv 5,5 mg/l, tirozol 27,7, respectiv 
35,9 mg/l-și fenil-etanol 32,6, respectiv 36 mg/l. La drojdiile de fer- 
mentatie superioară pentru berea de tipul Ale, el a găsit cantități mult 
mai mici de alcooli aromatici. Triptofolul se descompune in mare parte 
în decursul maturárii berii. * Dës i E Git, SI 4 

Cu privire la compoziţia mustului, Hough și Stevens (1961) au 
urmărit influenţa adaosului de hidrati de carbon si de aminoacizi din 
must asupra generării de alcooli superiori. Ei au observat o creştere a 
conţinutului global de alcooli superiori în cazul adăugării de L-leuciná 
în doze de 223 mg/l. Dar numai o parte din aceasta a fost convertită în 
izopentanol. Prin administrarea 'de glucoză în must a scăzut cantitatea 
de alcooli superiori din bere în anumite proporţii, paralel cu doza de 
zahăr. Prin introducerea de cereale nemalfificate la plămădire, sărace 
în aminoacizi, creşte conţinutul de alcooli superiori din bere. În situaţia 
predominării fermentatiei anaerobe, proporţia de ulei de fuzel creşte. 
De asemenea, prin agitare sau aplicarea de procese de fermentare con- 
tinuă, se măreşte cantitatea de alcooli superiori generată. ` ` | 

Slavko (1970) a adăugat pînă la 5,5% glucoză la un must de malt, 
observind o scădere a generării conţinutului de alcooli alifatici, dar o 
creştere a celor de alcooli aromatici, cel de triptofol ajungînd la 
11,33 mg/l si de tirozol la 27,8: mg/l. La concluzii asemănătoare a ajuns 
Lie (1973), care a urmărit în special producerea! de alcool amilic și 
alcool 'izobutilic, în funcţie de agitarea mustului si de temperatura de 
fermentare. Prin înlocuirea unor aminoacizi din mediu cu clorură de 
amoniu nu s-a modificat dezvoltarea drojdiilor, dar a scăzut cantitatea 
de alcool amilie generată. == ^" —— TAFE d DR ei re 
.. Capacitatea leucinei de transformare în alcooli superiori în propor- 
tie de pînă la 900%% în decursul fermentatiei a fost observată si de Voll- 
brecht (1974). El a adăugat si alți aminoacizi în mustul insáminfat cu 
mutante de drojdie incapabile së sintetizeze anumiţi aminoacizi. În 
asemenea conditii s-au consumat, în afară de leuciná, treonină, izoleucină 
și valină, formîndu-se alcooli superiori. 

Temperatura de fermentare si aerarea exercită, de asemenea, in- 
fluente asupra generării de alcooli superiori. Cantitatea crește cu tem- 
peratura de fermentare, aceasta observîndu-se în special în .domenii 
cuprinse între: 10 si 24°C, proporţia acestora variind în mod asemănă- 
tor cu cantitatea de biomasă de drojdie generată (Gracheva, 1970). 

În fig. 87 curba 1 reprezintă suma alcoolilor superiori, 2 variaţia de ` 
alcool izoamilic, 3 evoluţia alcoolului izobutilic si 4 variaţia conţinutului 
de alcool n-propilic. | tii Pë 

. Maule (1967) a observat cà prin aplicarea agitării la "procesele de 
fermentare în şarje creste considerabil conţinutul de alcooli alifatici. Apli- 
cind la aceasta și aerarea se afectează foarte mult concentraţia de n-pro- 
panol, dar mai puţin cea de izobutanol si de diversi alcooli amilici. 
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Mecanismul de formare a alcooliler superiori este atribuit în special 
reacției Ehrlich, respectiv. transaminării aminoacizilor în alfa-cetoacizi, 
precum si decarboxilării si. reducerii acestora.. Acest mecanism contribuie 
în măsură de: 50—80% la formarea alcoolilor superiori, alături de sinteza 
intracelulară, cît si de calea comună cu sin- - | i 
teza aminoacizilor, avînd ca. preguison. aci- 


dul piruvic. N- 5 

De altfel, Ehrlich a. "observat ‘asemăna S835 SW 
rea structuralá dintre leuciná si alcoolul. ` $95 SE, 
izoamilic,. sugerînd, o legáturá metabolicá in- : «- ENEA 


tre aminoacizii şi alcoolii alifatici, denumită "E 
de el ,,Fermentarea alcoolică a aminoacizilor“. nd 


„Cele mai multe. cercetări în legătură cu — "Ew. 
contribuţia dezaminării . aminoacizilor prin 1 SN ` 
"drojdie, conform. mecanismului . Ehrlich si a. . SS al: 
altor: reactii, atit în bere cît şi in medii sin-.. SÉ, 


tetice; au fost efectuate de Ayrápàà (1970). El . 
a. selecționat în special. feniletanolul. drept ` 
alcoolul superior cel mai reprezentativ din PORUM = 
uleiul de fuzel ce variază în funcţie de com- "energie? SS 
poziţia azotului dän: substrat. Avind un me- 
diu sintetic lipsit de fenilalanină generarea de. Fig. 87. Efectele temperaturii 
: de fermentare asupra acu- 
alcooli superiori la.diverse concentraţii de . mulării de biomasă si de 
azot din, mediu a avut loc în prezenţa a di- ^' alcooli: superiori. 
verse surse. .. , 
Conform celor constatate de Ayrüpiá, cantitatea de alcooli superiori. 
alifatici nu are, corespondență. cu. aminoacizii din mediu. Chiar Şi în situ- 
atia prezenţei numai a sulfatului de amoniu ca sursă de. azot se generează: 
beta-feniletanol. Într-un. mediu. sărac. în azot, dar, cu conţinut, suficient 
de zaharuri, fermentația decurge mai încet si. drojdia va fi mai săracă in 
azot. Scăderea randamentului ..de beta-feniletanol. în. urma creşterii 
conținutului de azot asimilabil din mediu este aproape. lineară. : : 
În cazul folosirii numai a sulfatului de amoniu ca sursă de azot, în 
locul unui amestec de aminoacizi, precum leucină, izoleucină, fenilalanilă 
şi tirozilă, randamentul de generare de alcooli. alifatici scade numai. cu 
20—400/. Producerea, de alcooli superiori: este corelată cu. consumul. de 
zaharuri în- decursul fermentafiei, dar nu cel de azot sau cu excretia 
acestuia. 


Jones (1965). constată că relata oorr P pă superibri nu negii pusă 
numai în legătură: cu dezaminarea aminoacizilor i conform : mecanismului 
Ehrlich şi că aceasta are loc deja la începutul procesului de fermentație, 
înainte de eliminarea aminoacizilor asimilabili. Este vorba de o sinteză 
intracelulară din complexul de oxoacizi sau de decarboxilarea si reducerea . 
acestora. O concluzie similară a fost trasă de Ayrăpăă. ` ` 

- Oxoacizii rezultati din insuficienţa de azot în reacţiile de transaminare 
sau de desaminare sînt convertiți în alcoolii corespunzători. În consecință, 
'oxoacizii. trebuie să provină din metabolismul hidratilor de carbon care, 
de asemenea, constituie sursa de alcooli Superiori, cind drojdia este culti- 


vatà într-un, mediu ce poaka numai săruri de amoniu ca fingură sursă 
- de. azot, 
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dees, 


Există o reglare a sintezei aminoacizilor! printr-un mecanism de fri- 
nare: a: cuplajului de reacţie, denumit „Feed-back-inhibition“, drojdia 
putînd să adapteze sinteza de aminoacizi pentru celule, ' în funcţie de 
compoziţia. în azot asimilabil a mustului. Forma curbelor de alcooli amilici 
și izobutanoli poate. fi explicată prin inhibarea „Feed-back“, dar.nu şi cea. 
a feniletanolului produs într-un mediu fără fenil-alaniná.. i 

Faptul că mecanismul Ehrlich nu este singura cale de gefrefare. de 
NUTS superiori de cátre drojdie; este susținut de către M Send, 
prin urmátoarele: 

.— compoziţia alcoolilor: superiori formati nu este corelată cu cea a 

a aminoacizilor din mediul nefermentabil;. Ji , 

— desi aminoacizii sînt consumati repede de: KZ, drojdie, viteza 
de generare de alcooli superiori nu este mai mare în âceastă perioadă, 
ea fiind mai înceată în cazul prezenței unui mediu lipsit. de aminoacizi; 

 —-citiva alcooli superiori, precum n-propanolul si m-butanolul co- 
respund cu alfa-aminobutirat, Kee cu norvalina, cu care nu au o 
legătură naturală; 

— alcooli superiori se. “Produc. si in medii de fermentare « „ce: nu con- 
lin.aminoacizi, ci numai sáruri de amoniu ca sursá de azot. 


Cele amintite: anterior au sugerat. ipoteza. generării alcoolilor supe- 
riori si din acidul piruvic printr-o cale comună cu sinteza aminoacizilor. 
“Astfel, formarea izobutanolului din: acidul piruvic, (Webb ai Ingraham, 
1963) este explicată prin reducerea, acidului. a- -acetolactic în acid 2 ci di- 
hidroxi-izovaleric. si apoi prin tegi ra Rida kA Y? 


$412. s Ze Kë 14 wi 


“Producerea esterilor de către drojdiile Oe bere este atribuită de 
Nordstróm (1964) urmátoarelor cái: 


— esterificarea chimică a acidului acetic. E etanolului, după. for- 
marea lor in decursul: procesului de fermentare; 


— esterificarea: catalizatà chimie: a acidului acetic de fermentare, 
cu.etanolul din mediu; . 


— formarea. intracelularà de esteri si difuzia um ovo a, „acestora 
în mediu, esterii fiind metaboliți primari produși prin procese ce con- 
sumă energie, sau. prin intermediul activității endo-esterazei. Această 
uktimá ipoteză este confirmată prin următoarele: ` ; 


— o viteză constantă de formare a acetatului de etil, reprezentantul 
principal al esterilor. Aceasta este de circa 1 000 ori mai mare decît cea 
determinată prin măsurători cinetice a esterificárii. chimice a etanolului 
cu acidul acetic in mediu tampon de citrat; 


— la un pH.de 4,5, considerat optim pentru formarea acetatului 
de el mm decursul fermentatiei, echilibrul concentraţiei este mai mare 
decit cel determinat prin studiul esterificării chimice; 


„„—viteza constantă de formare a acetatului de otii în decursul fer- 
mentaţiei creşte mai mult decît scăderea valorii pH-ului; 


— formarea acetatului de etil in decursul fermentaţiei este indepen- 
dentă de cantitatea de acid acetic adăugată î în mediu. 


Sch Ey . 991 


Adăugarea de acetaldehidă nu afectează producerea de acetat de etil 
sau de acid acetic, în timp ce introducerea de etanol stimulează formarea 
de esteri si reprimă sinteza de acid acetic.. | 


© Cantitatea totală de esteri generată de drojdiile de bere variază ` 
. ántre 30 și.80 mg/l, ea depinzind de tipul, tulpina: de: drojdie, tempera- 
tură si presiune. Drojdiile de fermentație submersă ; produc mai puțin 
esteri. decît cele de fermentație la suprafață. Există un paralelism între 
cantitatea: de: alcooli superiori şi: de esteri generati în decursal fermenta- 
tiei berii. SD LU 
Circa 1/3 din cantitatea totală de esteri reprezintă acetatul de etil, 
conţinutul variind la berile normale între 15 si 30 mg/l, pragul de per- 
cepere senzorială fiind de 50 mg/l. In cazul prezenţei într-o cantitate 
prea mare, el provoacă intensificarea amărelii şi apariţia unui gust de 
crud. În condiţii identice de doză! si^ tulpină de drojdie concentrația 
creşte vertiginos în: prima zi de fermentare, depăşind 20 mg/l la tem- 
peratura de 20°C si presiune atmosferică, în timp ce, la 12°C și presiunea 
de 2 bar, concentraţia după 7 zile de fermentare nu depășește 15 mg/l. 
Al doilea reprezentant este acetatul de izoamil, prezent în bere în 
cantități de 1—3 mg/l, avînd un prag de percepere de' 3—5 mg/l. El im- 
primă berii o aromă de fructe, evidențiată în special la: doze mari de 
drojdie si fermentare la temperaturi ridicate. Prin micşorarea dozei de 
drojdie și prelungirea 'fazei de multiplicare în decursul procesului de 
fermentare primară, crește conţinutul de esteri cu aromă plăcută, inclu- 
siv a celui izoamilic. În cazul înlocuirii parţiale a maltului cu cereale 
nemaltificate şi cu zahăr, scade conţinutul de azot din must și cantitatea 
de esteri, în general, precum. şi cea de ester izoamilic, în particular. 
* După unii autori, există o cale comună a sintezei esterilor şi a aci- 
zilor graşi, în celula de drojdie. Acizii graşi rezultă prin hidroliza. com- 
plexului amil-CoA si eliberarea coenzimei A. După .Nordstróm (1964), 
mecanismul de formare a esterilor reprezintă alcooliza unor compusi 
acid-CoA, conform schemei simplificate: ' e PT 


` 
. ` i 


R-CO-/S:CoA 4-R' OHR: COOR' +Co~ASH 
. Unele tulpini de drojdie sint afectate de accesul endogen de'pan- 
totenat, care influenţează astfel. direct si formarea de esteri în: decursul 
fermentai" E y A m | nus ni 
Cu privire la generarea de esteri volatili, ar putea apărea următoa- 
rele căi: —— MI | vun mau 
a) Activarea acizilor grași. | d | 
D. COOL ATP +CoA=SH—R:CO-SCoA + AMP+PP,+ HO 
. b) Din «-oxoacizi prin decarboxilare oxidativă: 
` RCO COOH +NAD CoA —SH—R-CO-/SCoA 4-NADH;4- CO; 
c) Prin produse intermediare, de la sinteza acizilor graşi superiori: 
R.CO-SCoA-4:HOOC-CH,-CO--SCoA-2NADH,^ ^ — ^ 
—R-CH;-CH,:CO^-SCoA 4-CoA —-SH--2NAD 4-CO»4-H,O 
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(3.4.7.3. ACIZI ORGANICI 


Apar sub formă ded acizi ficsi si volatili. Acizii ficși se - formează 
prin dezaminarea aminoacizilor și prin alte. procese ale. metabolismului, 
predominînd . acizii piruvic, malic, lactic și citrice. Acizii volatili prezenți 
sub formă de acid acetic (50—150. mg/l) si formic- (20—40 mg/l), rezultă 
în special din descompunerea : glucozei, Drojdiile pulverulente . produc. 
cantităţi mai mici decît cele aglutinante. 

Jost si Piendl (1975) au studiat influența rasei de drojdie, a dozei 
și temperaturii de fermentare la obţinerea berii de fermentație inferi- 
oară. Ei au ajuns la următoarea concluzie: cantitatea de acid acetic ge- 
nerată depinde de 'suma cantităților de glucoză + fructoză +- zaharoză 
asimilate, de izoleucina și triptofanul absorbit, de sodiul excretat şi de 
manganul preluat. De asemenea, ea este dependentă de arginina absor- 
bită, de cantităţile de calciu si magneziu preluate, de cantitatea de mal- 
toză fermentată, cît și de rata de înmulţire a drojdiei. Dacă se urmărește 
obţinerea de cantităţi reduse de acetati, se va micșora doza de drojdie si 
se vor asigura condiţii normale de aerare a mustului şi a temperaturilor 
de fermentare, după recomandările lui Haukeli (1975). 


"BATA. ALDEHIDE ZS 
Se Fadfitedus in- Sel 48 h ale (Ade Meier principale. Conţinutul 
„variază între 3 si 25 mg/l, fiind iri general sub pragul de. percepere sen- 
zorialá, de 25 mg/l. Ele „prezintă importanţă . ca “precursori ai dicetonelor 
vicinale, precum Si ca. intermediari în formarea alcoolilor. Provin: in 
special din decarboxilarea alfa-cetoacizilor. ` 


: Acetaldehida imprimă , berii arome de; bere crudă. Conţinutul. este 
influenţat pozitiv. de doze mari de drojdie de insámintare, de o aerare 
slabă a mustului și de temperaturi ridicate de fermentare. În afară . de 
acetaldehidă apar si cantităţi mai mici de aldehide cu, Ca, GE ȘI Cs. 


e 3.4.7.5. DICETONE VICINALE ȘI ACETOINA 


„Reprezintă produse sintetizate de către drojdii in' decursul: dezvol- 
türii acestora. Ele conferá: berii arome neplăcute, în 'cazul în care con- 
centratia depășește pragul de percepere senzorială. Reprezentanţii - cei 
mai importanţi ai “acestor Ssubproduse de fermentare sînt diacetilul; 
acetoina, 2 3-pentandiona şi 2,3-butandiolul. i 


Diacetilul, „perceput la concentraţii: de 0, 1820, 15 me, imprimă berii i 
aromă de unt la depăşirea concentraţiei de percepere, iar în cantități 
SA reduse, o aromă- de malţ. Acetoina provoacă apariția de aromă de 
mucegai la concentrații de peste 3 mg/l. Celelalte dicetone vicinale sint 
mai putin importante, deoarece ele apar, în bere la „concentraţii, mult mai 
mici decit pragul de percepere senzorială. 


Deși s-au elaborat în ultimul timp. numeroase. cercetări în legătură 
cu investigarea aromelor berii, precum. şi cu mecanismele de generare si . 
de descompunere , a. acestor produse, părerile sînt încă controversate. 
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Cu privire la sinteza diacetilului se cunoaşte că precursorul acesteia 
este «-acetolactatul, Colectivul Owades. (1959) a emis ipoteza că diace- 
tilul se formează. din acid piruvic care generează acetaldehida activă, 
rezultind acidul acetólactic. Prin decarboxilarea acestuia se produce 
"acetoina (acetil-metilcarbinol), care prin oxidare dä diacetilul. Același 
„colectiv a ajuns la concluzia, că «-acetolactatul este un precursor al bio- 
sintezei valinei de către drojdie, reacţiile fiind următoarele: ` 


CH; :COCOOHH4- CH4CHO.. 


H m Nä, 4437 Tos j MK 17 i Sin 

CH;.C(OH))COOH `, —C02: LANE IN unen EIER, 
Zë ee Bas, CHOH- CIT SR" X: 
CO-CH; ` | f [tu e SD CO -CHa 
4 „acid. acetolactic. " acetoiná . . " diacetil 


| (CH3),C(OH)- CHOH: COOH —(CH35),CH:CO-COOH ^. 
EU Mel: gë |. . Acid 2-oxibizovaleric 
+ —(CH3,CH : CHNH;COOH 
45», Nalină $ 
Formarea diacetilului în decursul fermentatiei este puternic inhi- 
bată prin. aditia de L-valină, dar de nici un alt;aminoacid si, de ase- 
‘menea, de către a«-acetolactat. In consecinţă, diacetilul este generat ca 
un subprodus al biosintezei valinei în drojdie din; piruvat prin aceto- 
lactat şi că orice tratament care.favorizeazá procesele aerobe în locul 
celor anaerobe, precum aerarea mustului $i transvazárile, stimulează 
generarea de diacetil Un must sărac în valină prezintă o tendință mai 
mare de generare de diacetil decît cel bogat în aminoacizi. Ei 


Haukeli (1970) a ajuns la concluzia: cá diacetilul se produce în afara 
celulei provenind din a-acetolactat prin decarboxilare oxidativă pe cale 
neenzimatică, la un potential de oxidoreducere de peste 10. Inoue (1968) 
admite, de asemenea, această decarboxilare oxidativă spontană la pH-uri 
şi temperaturi ridicate ew. ua poe pt s "gaga 
Masschelein si colaboratorii au demonstrat cá atit a«-acetolactatul 
precum și a-acetohidroxibutiratul sint singurii precursori ai diacetilului, 
respectiv ai 2,3-pentandionei. Deoarece în decursul. procesului de fer- 
mentatie primară a berii potenţialul redox scade sub 10, cantităţile de 
. diacetone vicinale, care rezultă, se descompun repede, la concentraţii 
care nu,sînt-percepute senzorial... .... "d sugi Sq ena Pao ea m 
După Speckmann si Collins (1968), diacetilul provine -din acidul 
peruvic şi complexul tiaminpirofosfat al acetaldehidei. Astfel, acetalde- 


hida activă reacţionează ou ` acetil-coenzima. A, producind diacetilul. 

Brenner si Kamimura (1969) presupun cá diacetilul este legat de 
drojdie prin alcool-dehidrogenaza in decursul fermentatiei $i cá acesta 
este redus încet de către enzimă, mai curînd de către diacetil-reductaza. 
„Factori precum un conţinut redus de aminoacizi în must, doze mari 
de drojdie şi o maturare activă, cu adaos de creste, contribuie la redu- 
cerea conţinutului de: diacetil. Generarea acesteia mai este influenţată 
de o serie de factori, precum: tulpina de drojdie, temperatura mediului, 


aerarea, agitarea și stadiul de fermentare. gi. eor UR 
"În condiţii identice de mediu tulpini de Saccharomyces  carlsber- . 
: gensis produc mai mult diacetil decît cele de Saccharomyces: cerevisiae. 
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Capacitatea. fermentativà şi floculenta tulpinii de :drojdie afectează ,pu- 
ternic formarea de dicetone. vicinale în decursul fermentatiei. r 
.Drojdiile. cu, deficiențe respiratorii, cunoscute în special sub denu- 
mirea de » Verdants' Sau. ,Pepites*, generează . cantităţi mărite. de 
diacetil. Prezenţa de succin- dehidrogenază și citocrom-oxidază în acestea 
este atribuită formării excesive de diacetil. Din cauza aceasta, la refolo- 
sirea drojdiilor, după o șarjă de fermentare, este necesară examinarea 
regulată pentru detectarea prezentei de mutanti cu defecte: de respiratie 
si in cazul identificării acestora se impune utilizarea unei noi culturi de 
drojdie. . i 
Temperatura are. o. TC importantă asupra. -generárii . diceto- 
nelor, vicinale.: Astfel, la o temperatură de fermentare primară de 21°C 
generarea de  diacetil este T rn faţă. de 13?C, iar la SC aceasta este 
practic neglijabilă. . 
„ Platikanov (1976) a studiat în R. P. Bulgaria influența temperatu- 
rilor. ridicate şi a presiunilor mărite asupra formării şi descompunerii 
dicetonelor vicinale, găsind că, în cazul ‘respectării ` parametrilor tehno- 
logici: optimi, se pot realiza procese de fermentare rapidă la temperaturi 
ridicate, cu condiția măririi presiunii, fără creşterea, conţinutului. de, eat 
cetone vicinale'i in bere. 
„La. aceleași concluzii au ajuns, în fosta R. D. Germania, Bor mann și 


amplasate sub. cerul liber. ste au elaborat: un procedeu ii fermentare şi 
maturare in acelaşi recipient in 14 zile, fără eliminarea drojdiei 'sedi- 
mentate. Urmărind evoluţia conţinutului de dicetone vicinale și al tutu- 
ror subproduselor. volatile în decursul fermentárii ei au' constatat 0 cres- 
tere piná in ziua a cincea . de fermentare. Apoi, conţinutul de dicetone 
vicinale scade, sub 20 mg/l, de aldehide, sub 10 mg/l, de esteri sub 
20 mg/l şi cel de alcooli superiori sub 70 mg/l. 

În Japonia, Kumada și colab. (1975) au verificat, de asemenea, influ- 
enta presiunii si temperaturii. asupra metabolismului drojdiei, a gene-. 
rării de subproduse de fermentație si a calităţii berii, ajungînd'la con- 
cluzia că presiunea inhibă puternic generarea de substanţe nedorite de 
aromă. Totuşi, o presiune prea ridicată în prima fază de fermentare, res- 
pectiv de peste. 2. bar, influenţează negativ. formarea crestelor. înalte si. 
înmulţirea celulelor,. cu consecințe asupra gustului berii. Prin. combi- 
narea .variatiei temperaturii cu cea a presiunii se pot reduce 'conside- 
rabil- duratele de fermentare uis e si secundară, fără. n eee 
negativă a calităţii berii: : 

După Rice -(1975), -există o iecătetățiin directă între generarea. : Si re-. 
ducerea diacetilului, viteza de înmulţire a drojdiei și temperatura de fer- 
mentare. Cantitatea de drojdie ar exercita o influenţă mult mai mare 
asupra generării diacetilului decît temperatura. 


. O serie: de enzime.. catalizează descompunerea dicetonelor vicinale. 
Astfel, alcool-dehidrogenaza . stimulează la pH—6—-6,5 reducerea di- 
acetilului, fără a acţiona asupra acetoinei si.a 1; 9-propandiolul. În meca- ` 
nismul de. oxidare intervine într-o enzimă necunoscută (x) care actio- 
nează asupra. pentandiolului, pînă la obţinerea de propionilmetilcarbiol. 


Drojdiile in suspensie reduc continutul de diacetil in absenţa aerului. 
Ele reduc diacetilul în acetoină și dă butandiol, În cazul adăugării. de. 
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diacetil in concentratii de 35 ppm la o suspensie de drojdie si mentinerii 
timp de 24 h la temperatura de 24*C, urmărită de o maturare, de 48 h la 
0*C, conţinutul de diacetil se reduce la 0,15 ppm, regăsindu-se acetoină 
în concentrații de 1,5 ppm si 2,3-butandiol la 35,6 ppm. 

Capacitatea drojdiei de descompunere a. diacetilului este de circa 10 
ori mai mare decît cea de sinteză în decursul fermentatiei mustului. În 
prezenţa de NADH+I această capacitate creşte si mai mult. . 

— Diacetilul poate fi eliminat din bere prin filtrare, trecind-o printr-un 
strat de diatomee impregnat cu drojdie sau cu un. extract 'enzimatic de. 
drojdie. Printr-o aerare sau agitare se stimulează generarea de dicetone 
vicinale. Burger (1957) a constatat că prin prelungirea duratei de fer- 
mentare în: condiţii de aerare crește ‘conținutul de diacetil. La introdu- 
„cerea de aer în must în decursul fermentării concentraţia de diacetil 
creşte de circa de 6 ori, faţă de cea obţinută în situaţia introducerii de 
dioxid de carbon, după constatările lui Portno (1966). 


Acetoina rezultă din condensarea acetaldehidei - libere cu ia aid 
hide legată de. tiaminpirofosfat. Aceasta din urmă ‘apare la scindarea 
glucozei prin decarboxilarea acidului piruvic, ca produs intermediar. 
- După Haukeli’ (1975), generarea depinde de compoziția mustului, carac- 
teristicile si doza de drojdie, conţinutul de oxigen şi de ergosterol şi mai 
puţin de temperatură. Există o corelare cu. conţinutul de “alcool în mo- 
mentul descompunerii acetoinei. Această. teorie. este în. contradicţie cu 
alte date .din literatură, conform ` cărora generarea și descompunerea 
acetoinei sînt strict dependente de temperatură şi de aerare. Dupá alti 
autori, acetoina ar fi generată prin condensarea, acidului piruvic cu 
acetaldehitla activată, cu formarea de acid a-acetolactic care, prin de- 
carboxilare, dă acetoină. Valorile limită admise. (exprimate în mg/l), 
pentru berile cele mai cunoscute, 'sînt prezentate în tabelul 9T. | 


$ Tabelul 57 
- Concentratiile limită de dicetone vicinale din bere iS 
: ^. A e. "u^ | PE 
Tipul de bere f i ¿-- Diacetil : i „Acetoină. Ge , 2,2-Butandiol 
PD NE A E NR A e MEME dL EA 
Blondă obișnuită ` oam | 161—407 E 80—100 
Pilsen | 0—9,13 1,54—5,68 90—120 
de türie ridicatá «  0—0,7. 2,15—4,94 140—165 
Ale | 0,06—0,08 j 2,5 —6,0 160—180 l 


PE N mg 


1 T ` d i 
3.4.7.6. COMPUŞI CU SULF 


Aceştia sînt metabolizati de cütre drojdia de bere, influentind ne- 
gativ aroma berii. Ei pot rezulta din ionii de sulfati ai mustului sau din 
aminoacizii prezenţi. Mai rar iau naştere substanţe cu conţinut de sulf 
rezultate din descompunerea fotochimică a izohumilonilor proveniţi din 
“produsele de hamei, sau ca urmare a unor infecţii cu termobacterii. 


~. Hidrogenul sulfurat, componentul cel mai nedorit, ia naştere la 
biosinteza” metioniniei sia treoniniei. Generarea este mai intensá in pro- 
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cesele de fermentare înceată. Pragul de sensibilitate senzorială este de 
20 mg/l. În bere concentrațiile de hidrogen sulfurat sînt, de obicei, foarte 
mici, regăsindu-se, de către, Maw, 13 mg/l la beren de fermentație inferi- 
oară obţinută conform tehnologiei clasice si pînă la 30 mg/l la cea. de 
tip Ale. 4 ; 

În afară de hidrogen 'sulfurat se. regásesc compuşi volatili tiocarbo- 
nilici, precum tioformaldehidă, tioacetoiná şi ditioformaldehidă. Dintre 
fractiunile; nevolatile se remarcă sulfatii, compușii cu legături = S-S — 


inactive reducătoare sau simple. 
-. Mercaptanii si în special metilmercaptanul și sulfura de metil re- 
zultată .din metabolismul metionic al drojdiei provoacă apariţia gustului 
de lumină al berii. | | di n 
Brenner (1958) a studiat evoluţia conţinutului de sulfhidrili si mer- 
captani in berile americane, regásind în 80%, dintr-un număr de 43 
probe, 30 g/l mercaptani, iar in unele cazuri, pînă la 70 g/l. "Aceşti 
reprezintă doar circa à 100-a parte din totalul sulfhidrililor berii. Con- 
ținutul scade în decursul fermentatiei primare si creşte din nou în pe= 
rioada maturării berii. db. STA ză » wi 
. Inráutátirea stabilităţii nebiologice a berii depozitată. la temperatura 
camerei este asociată cu scăderea conţinutului total de sulfhidrili. 


34.8. INFLUENȚA FERMENTĂRII CONTINUE ASUPRA DROJDIEI | 


„Procesele continue prezintă avantaje economice în special cu privire 
la consumul de utilităţi si la menţinerea constantă a însușirilor. produ- 
sului obținut, Desi încercările de introducere a funor procedee de fer- 
mentare continuă la fermentația berii datează încă din perioada primului 
război mondial, rezultate aplicabile în industrie s-au . obţinut abia în 
ultimii 20 de ani, paralel cu progresele în automatizare si microbiologie. 
Cauza constă în faptul. că “metabolismul drojdiei și compoziţia mediului 
sînt în continuă schimbare în decursul fermentării mustului de bere. 
Starea fiziologică și morfologia celulelor de drojdie se modifică. împre- 
ună cu apariţia subproduselor de fermentare, ieşind în evidență, în 
special, fenomenele ce au loc în decursul sedimentării drojdiei. 

La procedeele continue ar trebui realizată o alimentare uniformă 
cu must, o concentraţie constantă a drojdiei ai a mediului nutritiv, pre- 
cum $i eliminarea continuă a berii obținute. Pe măsura înmulţirii, ce- 
lulele de drojdie îmbătrinese prin mărirea numărului de cicatrice! 
modificîndu-se însușirile şi, în special, capacitatea de fermentare. Celu- 
lele bătrîne se autolizează rapid, schimbînd astfel gustul berii. Ideal ar 
fi ca celulele: bătrine să fie eliminate continuu din recipient, împreună 
cu mustul fermentat,. păstrîndu-se în sistem numai celule tinere, vigu- 
roase. În practică, acest lucru nu este posibil. Se caută menținerea la 
maximum a aceleași 'culturi de celule de drojdii cu înmulţire minimă, 
dar cu adaptarea unui mediu nutritiv favorăbil, în' special. în ceea ce 
Priveşte compoziţia în aminoacizi. S-a: observat cá anumiți. aminoacizi 
favorizează mai mult activitatea drojdiei în procesele de fermentare 
continuă, decît în cele discontinue, remarcindu-se in special asparagina. 
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Deoarece drojdiile aglutinante nu se pot acomoda condiţiilor de 
mentinere în mediul nutritiv, apărind, pe lîngă floculare, si generarea 
rapidă de mutante nedorite, s-au afirmat pentru fermentarea continuă 
numai drojdiile de fermentație superioară. Se lucrează la temperaturi 
ridicate care, uneori, ajung la peste 20*C, cu concentraţii mari de sus- 
pensii de drojdii ce pot ajunge pînă la 15 l/hl must, reducindu-se astfel 
durata de fermentare în condiţii de înmulţire. cît mai redusá a droj- 
diilor. Astfel, in instalaţiile cele mai cunoscute de tipul APV. de fermen- 
tare în turnuri cu înălțimi de peste 7 m $i cu capacități ide 200  hl/zi, 
mustul trece continuu de jos in sus prin coloane, durata întregului pro- 
ces. fiind de sub 8 bh Eliminarea drojdiei antrenate cu beren fermentată 
se realizează prin centrifugare. | KA , 

Berea obţinută prin, acest procedeu si prin altele de fermentare 


continuă are. un [conținut mai mare de acizi ficsi, un gH mai scăzut și 
cantităţi mai mari de subproduse volatile, în special de alcooli superiori, 
în comparație; cu beren :clasicá. de fermentare superioară discontinuă. 
Subprodusele. volatile se pierd prin: maturare şi pasteurizare după îm- 
buteliere. De multe ori se atribuie berilor de fermentație continuă un 
miros de fructe si gust de drojdie. P» rca ET 
"În Noua Zeelandă, 90/, din. cantitatea de bere este produsă după 
un procedeu continuu elaborat de Coutts (1975). | di 
Succese mai mari s-au obţinut cu metode semicontinue, în special 
prin fermentarea în trepte în mai multe recipiente, cu procedeele de- 
numite heterocontinue gi mai puţin cu altele, unde ciclul se. realizează 
într-un singur recipient, prin agitare. Un procedeu semicontinuu se aplică 
pe scară industrială în Cehoslovacia, prin fermentarea în trepte. După 
fermentare. timp de 48 h mustul este. transvazat într-un alt recipient 
umplut parţial şi procesul se continuă succesiv, folosindu-se in total 
6. tancuri, Comparativ cu fermentarea discontinuă, scade. randamentul 
de drojdie rezultată de da 214,2 g s.u.[hl, la 65,5 g s.u./hl, dar se reduce 
si proporția de celule moarte de la 3,2 la 2,29/. Neformîndu-se creste, 
scăderea conţinutului de substanţe azotoase este mal redusă decit la 
procedeele discontinue, iar concentraţia alcoolică. a berii este putin 
mairidicată. = — “a S MC iure a e 
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"4. BIOLOGIA ŞI TEHNOLOGIA DROJDIILOR DE VIN 


VALENTINA DAN, IOANA OANCEA 


al: IMPLICATIILE DROJDIILOR ÎN BIOTEHNOLOGIA 
| |. PREPARĂRII VINURILOR 


Tehnologia preparării vinurilor, atestată de peste | 5 000 ani, cu- 
noaste în ultimul timp importante modernizări determinate de progre- 
sele realizate in elucidarea metabolismului drojdiilor — agentii principali 
ai fermentatiei alcoolice a mustului de struguri, ce au iones la dirija- 
rea cu succes a procesului de vinificatie. | 

Vinul, produsul final al fermentării mustului de struguri, conţine 
peste 500 de componente responsabile pentru aromă si gust, din care 
majoritatea se formează în urma. activităţii vitale a. drojdiilor fermen- 
tative. Rolul drojdiilor asupra calităţii vinului, evidențiat de, Louis Pas- 
teur în 1876 „gustul și calitatea vinului depind în mod cert, în mare 
măsură, de natura specială a 'drojdiilor ce se dezvoltă în cursul fermen- 
taţiei : alcoolice a recoltei“, este confirmat şi în prezent de numeroase 
cercetări, care subliniază contribuţia drojdiilor la formarea, caracterelor 
specifice ale produsului finit. 


42. DROJDIILE DE VIN — CARACTERE TAXONOMICE | 
PIN SI TEHNOLOGICE GENERALE 


În grupul EE d generic „drojdii de vin“ Ln A specii ale 
genului Saccharomyces, care pot fi active în condiţiile întîlnite în mus- 
tul de struguri, caracterizat prin concentraţie ridicată în glucide şi pH 
acid, drojdii capabile să producă prin fermentare. concentraţii mai mari 
de 10? alcool etilic si care sînt adaptate la dozele de dioxid de sulf adău- 
gate în must pentru dirijarea procesului fermentativ. S-a stabilit că 
agentul principal al fermentatiei alcoolice a mustului de struguri este 
Saccharomyces cerevisiae Hansen, varietatea ellipsoideus (Hansen) Dek- 
ker, după nomenclatura stabilită de Lodder si Krieger van Rij, 1952. 
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În literatura de specialitate această drojdie este denumită simplu Saccha- 
romyces cerevisiae si frecvent sint întilnite sinonimele: Saccharomyces 
ellipsoideus sau Saccharomyces vini. Taxonomistii în drojdii, în mod justi- 
ficat, clasifică în grupul 'drojdiilor de vin și alte specii: Saccharomyces 
bayanus (sinonim cu Saccharomyces oviformis) și Saccharomyces fer- 
mentati, cu proprietăți fiziologice diferite (tabelul 58). 

Compararea proteinelor celulare totale pe baza proprietăților lor 
electroforetice a. demonstrat existența unei identități între .drojdiile: 
Saccharomyces bayanus, Saccharomyces uvarum, Saccharomyces carls- 
 bergensis şi Saccharomyces cerevisiae (Vanvuuren L 1987). 

WC scopul selectionárii. de tulpini cu proprietăţi tehnologice supe- 
rioare, se aplică. diferita teste care pun în evidenţă următoarele proprie- 
táti specifice drojdiilor de vin: 


— puterea alcooligenà — capacitatea de a produce prin fermentatie 
alcool etilic în concentraţie de 18—20»?/, vol.; 


— alcoolorezistența — capacitatea e a demara fermentația alcoolică 
în prezenţă, de alcool etilic 8—129/, vol.; 

.— Oosmotolerfanta — capacitatea de a. forma“ 101397, vol. alcool eti- 
lic in mediu cu o concentratie initialà in glucide de 309/5; 

— sulfitorezistenta — capacitatea de a produce fermentatia alcoolicá 
în prezenţă de SO;, cu doze pînă la 300 mg/l SO, total; . 

— rezistența la: tanin — proprietatea utilă la fermentarea musturilor 
obţinute din struguri roşii; . 

"Gen proprietatea de a produce. fermentarea alcoolică ` la temperaturi 
scăzute (4... 13°C) sau temperaturi ridicate (30 .. ..32?C); 

s — proprietatea de a forma peliculă în prezenţa aerului, în vinuri cu 
NO Vol. alcool, proprietate utilă la fabricarea vinurilor tip Xeres; 

-- proprietăţi fiziologice specifice: formarea alcoolilor superiori, a 
acizilor organici (formarea în cantităţi scăzute a acizilor volatili), elibe- 
rarea de substanțe cu efect stimulativ sau. inhibitor asupra. bacteriilor 
„agenti ai férmentatiei malo-lactice, caracterul killer, formarea spumei etc.; 

— capacitatea de a crește si a produce fermentarea la presiuni ridi- 
cate de CO, cu formarea de sediment pulverulent, în cazul drojdiilor fo- 
losite la obţinerea vinurilor spumante. 

Identificarea’ drojdiilor din vin se poate realiza prin “metode clasice 
pe baza testelor fiziologice sau, mai rapid (în 3 zile), prin analiza compo- 
zitiei in acizi grash miristic, miristoleic, oleic şi linoleic (Tvedaex H. Et; 
1987). 


In functie de anumite însușiri tehnologice, drojdiile mai pot fi clasi- 
ficate in mai multe grupe. i 

Drojdii criofile. Acestea fermentează mustul la temperaturi scăzute 
(T. Mer uO avantajoase la producerea vinurilor albe seci, a vinurilor 
-“spumante, la` fermentarea musturilor cu temperaturi scăzute obţinute 
toamna tirziu, fermentare ce conduce la obținerea de vinuri în care. se 
conservă aroma strugurilor — materie primă. Prin aplicarea tulpinilor 
criofile la- fabricarea vinurilor spumante, desi fermentația” alcoolică se 
produce mai lent, are loc fermentarea completă și 'creșterea gradului ial- 
coolic, se îmbunătățește aroma produselor fermentate, înmulţirea drojdii- 


lor avînd loc .la:o rată foarte serma; Eis: se : păstrează edam siste- 
melor enzimatice. 
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| Drojdii termofile. Acestea produc fermentarea la "E de de 
30—35?C si sînt folosite în zone viticole ale globului pámintesc cu climă 
tropicală. 

— Drojdii spumante. Sînt drojdii cu E A hidrofobe digan Weate 
de proteine specifice prezente la suprafata peretelui celular, care se 
acumulează ușor, în spumă în timpul fermentatiei aleóolice si'plutesc: 
la suprafaţa mustului. Odată cu terminarea fermentafiei; die BE: 
mentează relativ rapid. 

Drojdii nespumante. Au proprietăţi hidrofile și iode mintara 
fără să. formeze cantități importante de spumă la suprafața mustului : 
fermentat. Drojdiile nespumante, avînd un grad de flotabilitate sċăzut, - 
se dispersează omogen în must, produc o. fermentare mai rapidă a za- - 
'hărului si sedimentarea la sfîrşitul fermentatiei se face lent. 

În tehnologia fabricării vinurilor, în afara drojdiilor de vin selectio- 
nate cu rol pozitiv in toate fazele de fabricatie a vinului, mai intervin 
drojdii condiţionat utile care exercită un efect favorabil numai in anu- 
mite faze tehnologice si drojdii cu rol negativ, agenti ai alterárilor bio- 
logice ale vinurilor în timpul păstrării. . 
| Intensitateg proceselor biochimice mediate. de. drojdii este depen- 
'dentá de densitatea şi natura drojdiilor aflate pe struguri, si de influenta 
factorilor :stimulativi. si restrictivi din must,- care conditioneazá, in 
prima etapá a fabricării vinului, activitatea fermentativà a drojdiilor 
de vin. i 


4.3. INCIDENȚA DROJDIILOR, PE STRUGURI ȘI IN MUST 


4.3.1. 'PROVENIENTA SI NATURA DROJDIILOR DE PE STRUGURI 


În majoritatea 3 deo viticole au fost efectuate studii ecologice, care 
au făcut posibilă jcunoasterea- răspîndirii si frecvenței- populațiilor mi- 
crobiene prezente pe: struguri. Se cunoaște că. habitatul natural al droj- 
diilor este solul, care contine în medie 25-103 celule/g, repartizate pe o 
adincime de 30—40 cm. Din sol, prin intermediul curenților de aer, a 
altor factori !fizici şi. biologici, drojdiile ajung pe. tulpini, frunze, cior- 
chini si boabe de. struguri. Insectele, în special albinele, viespile Si 
Dr osophilla melanogaster (denumită: si musculita de oțet) au un rol im- 
portant atit in transferul celulelor de pe un bob pe altul cit si in: asigu- 
rarea ciclului vital al drojdiilor. Celule vii de drojdie au fost intilnite 
nu: numai pe suprafaţa corpului cît si în tractul intestinal al albinelor, 
chiar după 2 luni de iernare, cînd drojdiile sînt eliminate, o dată cu pri- 
mul lor zbor. În timpul. iernii, drojdiile au ‘fost intilnite pe suprafata 
corzilor de vie si in straturile süperticiale ale solurilor din vii, unde re- 
zistă la diverse intemperii, „repopulind. o. dată cu venirea primăverii vita 
de vie. 
. . Cantitatea și, calitatea drojdiilor prezente pe pm de struguri va- 
riazá cu conditiile climatice. Astfel. Castelii (1957) a identificat in micro- 
flora strugurilor proveniti din Nordul Italiei ca specie 'predominantă pe 
Kloeckera apiculata, în timp ce drojdiile; sporogene din genul Hanse- 
niaspora au fost. găsite exclusiv pe “struguri proveniţi din Sudul! Italiei 
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$i din Sicilia. De asemenea, Benda J. constată că drojdia Candida pul- 
cherima este prezentă într-un număr mult mai mare pe struguri cînd 
sezonul. este rece şi ploios decit în sezonul cald cu precipitaţii reduse 
(Benda, 1983). i i r TT w— 

. Prin investigarea cu. ajutorul: microscopiei. electronice a diferitelor 
părți anatomice ale. strugurilor,; Berlin (1977) constată existența‘ unui 
număr redus de celule de drojdii, prezente. mai ales pe partea superi- 
oară a pedicelului si lenticelei, precum şi în zona pielitei bobului. care 
inconjoará stomatele (Benda, 1983). Deoarece mustul bobului de stru- 
gure integru nu fermeriteazá, se demonstreazá cá drojdiile se aflá la su- 
prafata pielitei si nu in interiorul bobului. in mustul obţinut din stru- 
guri sănătoși” și: integri în ‘condiții aseptice, numărul iniţial de drojdii 
este de ordinul 10%—105/ml. În condiţiile în care boabele prezintă leziuni 
şi este favorizată eliberarea de suc, numărul de drojdii creşte foarte mult. 

"În microflora levurianá a strugurilor o mare răspîndire o au droj- 
diile. cu formă apiculatá din genul Kloeckera şi drojdia de vin Saccha- 
romuces cerevisiae (ellipsoideus) Domercq (citat de Ribereau Gayon, 
1971), prin analiza a 2 023 izolate, de drojdii din recolta anilor 1951—1853, 
a identificat drojdii sporogene in proporție de 64,5%, cu predominanta 
speciei Saccharomyces cerevisiae (ellipsoideus) urmată de Saccharomyces 
bayanus, Saccharomyces rosei, si drojdii -asporogene 35,5% în care 
Kloeckera apiculata reprezintă: 78%, si Torulopsis bacilaris 19%. Pe stru- 
gurii roșii mai frecvent se intilneste Saccharomyces chevalieri, cu pro- 
prietáti fermentative apropiate de Saccharomyces cerevisiae (ellip- 
soideus), iar pe strugurii albi, Torulopsis bacilaris $i Saccharomyces 
bayanus. Pe boabele de struguri mucegăitę predomină Torulopsis baci- 
laris, mai rezistentă decît alte drojdii la substanţele cu efect levuristatic 
elaborate de mucegaiuri. - Mns TPS 7? 

Prin studii ecologice ale drojdiilor din regiunea Frontonnais, Franţa, 
Poursines L. (1986) izolează 19 specii apartinind la 12 genuri cu domi- 
nanta drojdiilor de vin Saccharomyces cerevisiae (ellipsoideus), a celor 
din genul .Hanseniaspora si genul Candida. Prin studiul microflorei stru- 
gurilor, Poulard A. (1985) evidenţiază dominanta speciilor de drojdii cu 
proprietăţi oxidative, iar în must pe cea a drojdiilor cu metabolism. fer- 
mentativ, Pe. boabele. de „struguri ajunse la maturitatea fiziologică, în 
număr redus.. sînt prezente  drojdiile: Candida pulcherima, Saccharo- 
myces bayanus, Saccharomyces chevalieri, Saccharomyces rosei, Kloec- 
kera.apiculata, Rhodotorula si Trichosporon. 


Desi: microflora . strugurilor este cantitativ şi calitativ. foarte dife- 
rită; din punct de vedere: al importanţei: lor in vinificatie, drojdiile com- 
ponente pot fi clasificate în: OH SE? iS 

|» — grupa drojdiilor predominante-responsabile pentru demararea fer- 
mentatiei mustului din care. fac parte Kloeckera apiculata, Torulopsis 


„bacilaris si Saccharomyces ellipsoideus; ; 

|. — grupa drojdiilor facultativ utile, grupă secundară cu o frecvență 

medie pe struguri care include și pe Saccharomyces bayanus (oviformis) 

si alte drojdii de vin caracterizate prin alcoolorezistentá; ` eis, 
-.— grupa drojdilor cu o participare ocazională in vinificaţie. 
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432. MICROBIOLOGIA MUSTULUI DE STRUGURI 


Mustul — lichidul dulce, nefermentat, obţinut prin prelucrarea stru- 
gurilor, are o compoziţie chimică și biologică deosebit de complexă, de- 
pendentă de soiul de struguri, gradul de maturitate,: condiţiile climatice 
care se modifică de la an la an, condiţiile de recoltare, transport, zdro- 
bire, presare ş.a. i A , b 


43.2.1. COMPOZIȚIA CHIMICĂ A MUSTULUI .. 


„ Mustul este un lichid cu densitatea de 1,062—1,11 care, în afară de 
apá.(70—859/), contine sub formă solubilă glucide, acizi, substanţe azo- 
tate, minerale, compuși de aromă, tanin, pigmenți, vitamine şi enzime. 

- „Concentrația în zaharuri. În funcţie de gradul de maturitate al stru- 
urilor, în momentul 'recoltării, concentraţia în zaharuri fermentescibile 
poate să se afle în limitele 150—250 g/l, în care predomină hexozele cu 


caracter reducător: glucoza si fructoza. ^. |... KS 
+; Mustul cu un conţinut în zaharuri reducátoare mai mic de 136 g/l 
este considerat necorespunzător pentru. producerea vinurilor. Atunci 
cînd in mod natural, în funcţie de condiţiile climatice, nu se acumulează 
suficient zahăr fermentescibil apare necesară adăugarea. de, zahăr, ad- 
misă numai pentru obținerea vinurilor, speciale, si la prepararea ver- 
(n: 30 Moises Dei alid diui MG a ow cfl Pa aa 

„În functie de soiul.de struguri, raportul între glucoză si fructoză 
variază între 0,83 (Riesling) si 0,98 (Cabernet Sauvignon). La maturi- 
tatea completă, cele două glucide: se află în cantităţi. aproximativ egale, 
iar la supracoacere fructoza poate să devină dominantă. Acestea sînt 
principalele glucide fermentescibile ale. mustului responsabile . pentru 
gustul dulce.. Pentozele, în special arabinoza şi ramnoza, sînt nefermen- 
tescibile, se. află în cantităţi mici, 0,3—0,5 g/l, în. mustul din struguri 
albi si pînă la 2 g/l în mustul din struguri roşii sau în mustul de la ul- 
tima presare. Zaharoza se găsește în cantităţi mici în musturi, pînă la 
3—5 g/l, nu are caracter reducător si este fermentată de către drojdii 
după hidroliza enzimatică sau acidă şi obţinerea zahărului invertit: În 
musturi provenite din struguri mucegáiti, poate să fie prezent dextra- 
nul cu proprietăţi: de coloid protector, care influenţează. negativ limpe- 
zirea vinului. v 4 d P E iH 

Substanțele pectice. Dintre substanţele hidrocarbonate cu. greutăţi 
moleculare mai mari, substanţele pectice prezente în struguri în cantităţi 
de 1—3,5 g/l trec: doar :25%/4 in must, restul fiind eliminate o dată cu 
tescovina. In mustul de presă conţinutul de substanţe pectice este de 
4—5 ori mai mare decit în: mustul ravac. | | AR | 

Acizii organici. Ca urmare a prezenţei în must a acizilor organici li- 
beri, în care predomină acizii tartric, malic, cu. un conţinut total. de 
5—15 g/l exprimat în acid tartric, pH-ul mustului este de 3—3,9. Aci- 
ditatea _titrabilă (suma acizilor titrabili determinată prin. neutralizare), 
PH-ul şi concentraţia diferiților acizi din must intervin án formarea si 
perceperea gustului acru. Acidul malic dă gustul cel mai acru si astrin- 
gent și în succesiune descrescîndă se citează acidul tartric, citric si lactic. 
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Acizii favorizează si dizolvarea substanţelor colorante Și odorante, 
avind un rol pozitiv în tehnologia obţinerii vinurilor roșii si a vinurilor 
aromate. Mustul poate conţine. 4194-3 -g/l acid tartric care. se poate găsi 
în formă liberă (0,3—0,8. g/l) sau sub formă de săruri: bitartrat și. tar- 
trat neutru de.potasiu sau calciu aflate în echilibru în. functie ` de pH. 

Acidul malic se află ini mustul obţinut din struguri copti, în concen- 
tratie de 2—4 g/l, în timp ce în „strugurii necopti concentratia poate 
ajunge pînă la .23 g/l. În, cantităţi mai mici, în must mai pot fi intilniti 
acizii: citric, oxalic, galacturonic, gluconic si alţii, 


„După datele lui Z. N. Kiscovski (1982). ES de struguri contine 


in medie, acid malic 2—5 g/l, tartric 2—7 elt, acid citric ibus g/l iar 
restul de acizi in cantitàti mai mici sau in urme. 


Aciditatea mustului reprezintă unul. dintre facto ee? care 
joacă un rol important în formarea: gustului si armonizării vinului si in- 
fluenteazá pozitiv. asupra: stabilităţii microbiologice, si fizico- chimice, l 
asupra . procesului de. oxido-reducere în. timpul . fermentatiei alcoolice. 

Concentrația ín. substante azotate (protide si produse de hidrolizá). 
Concentrația, acestor substanțe în must variază cu. podgoria, cu gradul 
de fertilizare a. solului, complexul de condiţii meteorologice etc., în li- 
mite 0,2—1,4 gh (exprimate în azot total). Cantitatea loptimă în must 
trebuie să fie în medie 0,3—0,5 g/l pînă la 1 g/l în musturi destinate ob- 
tinerii vinurilor .de tip. Madera ; şi Porto. În strugurii care au atins matu- 
ritatea deplină, din conţinutul total de azot organic, 1/5—1/8 reprezintă 
aminoacizii care trec in must în timpul prelucrării, şi constituie sursa de 
azot .pentru nutriția. drojdiilor. si pentru formarea.. alcoolilor. superiori. . 
Sub. acţiunea drojdiilor, din azotul total al mustului, . 50—70: poate fi 
asimilat (Cotea, 1985). 

In mustul obtinut din. struguri, mucegăiti, se. constată. o strive a 
azotului asimilabil cu aproximativ 50% si in aceste -cazuri este admisă 
Wess de azot amoniacal deuat de amoniu, fosfat: de. ADD „pînă 
la 20 g/hl. - 

In must pot fi prezente diverse Proteine sui SE cu + plata: did : 
culare între 7000 si 67 000, care pot precipita . in timpul prelucrării, ` 
prin combinare cu substanţe tanante sau in timpul dosis pega alcoolice 
sub acțiunea coagulantă a alcoolului etilic. 

Compuşii fenolici (acizi fenolici, substanțe tanante si colorante). In- 
fluenteazá culoarea şi alte însușiri senzoriale ale vinurilor (astringentà, 
duritate, savoare). Mustul ravac este mai sărac în substanțe tanante 
decît cel de la. prese, în 'care continutul in tanin poate ajunge piná 
la Teil, | 

Substantele colorate trec din pielita boabelor în must prin macerare, 

cantitatea de antociani extrasă SS dependentă de. condiţiile. tehnolo- 
gice in care se realizează. extracția. 

În must sînt prezente și substanţe odorante care îi imprimă un miros 
tipic şi gust specific, care permite diferenţierea soiurilor de viţă de vie. 
„În componenţa substanţelor odorante intră 300—400 componente (uleiuri 
eterice, derivati terpenici, esteri). Macerarea, si mai ales fermentarea 
mustului pe bostiná măresc conţinutul în substanţe odorante. 
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Vitamine şi enzime. În must mai sînt prezente şi vitamine din: gru- 
pul A, B (B,, Bs, Bj), acid pantotenic, vitamina PP, acid pteroilglutamie, 
cu rol de factori de.crestere a drojdiilor si bacteriilor lactice si enzime 
provenite din struguri sau de origine microbianá. poris: ` 

Dintre enzimele endogene ale strugurilor, în vinificatie mai impor- 
tante sînt următoarele: ^ > ` em men | SAD Cit A | 
Tirozinaza, localizată în cloroplaste, trece in must, catalizind oxi- 
darea compuşilor fenolici cu formarea de chinone sau polimeri cu struc- 
tură complexă — melanine colorate în brun. ` di 
Lacaza, enzimă de oxido-reducere, este prezentă în mustul provenit 
din struguri mucegáiti cu Botryotinia fuckeliana si catalizează oxidarea 
taninurilor si antocianilor din: must, la pH=4,75. şi “temperatura de 
30—35*C favorizind procesul de casare oxidazică. : ~ 


Enzimele pectolitice, plectin-metilesteraze, poligalacturona, se 
găsesc in mod natural în strugure si prin activitatea lor de! hidrolizá a 
“substanţelor” pectice favorizează eliberarea sucului vacuolar, contribuie . 
la limpezirea mustului si a vinului, accelerează operaţia de filtrare. 
Invertază (E—D-fructofurânozidaza), enzimă de hidroliză 'a zaharo- 
zei cu formarea de zaharuri fermentescibile (glucoză si fructozá) este pre- 
zentă în struguri si prin prelucrare 1/3 din invertazá trece în must si 
2/3 se elimină prin bostiná și burbă!. Invertaza din struguri prezintă un 
maxim de activitate la pH=1,8 si t=—80*C, iar la valorile de pH ale mus- 
tului activitatea se reduce cu 25% faţă de maximum. Prezintă o termo- 
stabilitate ridicată (la 75*C/1 oră enzima nu este inactivatà) astfel încît 
potenţialul invertazic al mustului se păstrează în urma tratamentelor 
termice ale mustului (regim 70%/20 min) la obţinerea vinurilor roşii. 
Enzimele proteolitice au o activitate maximă la maturarea 
strugurilor și, fiind localizate în' pulpă si suc, la prelucrarea strugurilor 
trec în suc. Prezintă activitate "optimă la pH=2 şi la 45... DDT, încît în 
must activitatea endo- si exo-peptidazelor se reduce cu 40—600/, faţă de 
maximum. Sint termostabile si pot avea un rol pozitiv la. prepararea 
vinurilor rosii obtinute prin procedeul vinificárii la cald. : 


4322: COMPOZIȚIA BIOLOGICĂ A MUSTULUI 


. Microorganismele prezente în must isi au originea în primul rînd 
în microflora „strugurilor la care se adaugă microflora de „contaminare 
prin contact cu utilajele de prelucrare ale strugurilor, microflora aerului, 
insectelor sau a altor musturi adăugate prin cupajare. Din datele rapor- 
tate de diferiţi autori, microflora mustului, obţinut din boabe sănătoase, 
în condiţii în care s-a evitat contaminarea externă! este alcătuită din mi- 
croflora epifità a boabelor de struguri în componenţa căreia intră 'drojdii, 
Bacterii: şi mucegaiuri. Important este faptul că din totalul drojdiilor 
care trec astfel in must doar 1—10% aparţin drojdiilor fermentative din 
genul Saccharomyces, in schimb predominá genurile: Kloeckera (K. api- 
culata, K. magna), Hanseniaspora (H. valbyensis), Torulopsis (T..stellata, 
"T. bacillaris), Hansenula, Pichia, Candida, Brettanomyces (Benda J., 
1983). ala | | noo. uai ami sati ey iet 
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În must au fost identificate peste 150 specii si tulpini de drojdii, 
dintre care puţine aparţin drojdiilor fundamentale, majoritatea fiind oca- 
zional utile sau dăunătoare în vinificatie. Wi PP 

În condiţii industriale, o dată cu prelucrarea strugurilor şi obținerea 
mustului, are loc o creştere importantă a numărului de drojdii ale ge- 
nului Saccharomyces, transferate prin intermediul musculitei Droso- 
philla si de pe utilaje, unde în pelicula de must aderent, beneficiind de 
condiţii optime, se înmulţesc activ drojdiile fermentative. ` 

|. Prezenţa speciilor de drojdii în must este în corelaţie cu presiunea 

care a fost exercitată asupra strugurilor supuşi extractiei. Aplicarea 
unor presiuni diferite la zdrobire și presare conduce la musturi cu com- 
poziţie biologică diferită, independent de microflora originală formată 
din drojdiile aderente la pruina de pe pielita boabelor de struguri. 

Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus (Saccharomyces vini) este 
drojdia mereu prezentá si predominantá in toate musturile, asociatá cu 
Kloeckera apiculata (musturi din struguri roșii) sau: Kl. apiculata, Toru- 
lopsis bacillaris (in mustul din struguri albi), alcătuind aproximativ 900/o 
din totalul de drojdii ale mustului. Alături de: drojdii, în must pot să 
ajungă bacterii: lactice, propionice, acetice si spori/fragmente de muce- 
gaiuri: Aureobasidium, ` Penicillium, Aspergillus, Geotrichum, Tricho- 
derma, Absidia, Botryotinia s.a., in. număr mai mare cînd mustul provine 
din struguri deteriorati fizic. si care prin eliberare de suc au favorizat 
„dezvoltarea acestor microorganisme înainte de recoltare. d 


A4. INFLUENȚA FACTORILOR DE MEDIU 
ASUPRA METABOLISMULUI DROJDIILOR DE VIN 


- “în producerea; vinurilor, un rol important il au procesele fizico-chi- 
mice şi mai ales procesele biochimice catalizate de echipamentul enzima- 
tic al. drojdiilor,- prin care se produc transformări ale substanțelor orga- 
nice din must şi vin. Natura transformărilor produse (de enzimele celulei 
vii sau de enzimele eliberate după autoliză este dependentă de numeroși 
factori: intrinseci — condiţionaţi de compoziţia chimică a mediului, de 
prezenţa substanţelor de stimulare sau inhibare a drojdiilor de fermen- 
tatie; extrinseci — factori exogeni ai mediului ambiant de producţie fo- 
losiţi în dirijarea proceselor metabolice:ale drojdiilor; impliciti — deter- 
minati de relaţiile care se stabilesc între microorganismele aflate ocazio- 
nal în must sau vin, de natura enzimatică si specificitatea drojdiilor. . ^ 


4.4.1. FACTORI INTRINSECI 
a 


44.1.1. CONCENTRAȚIA ÎN ZAHĂR 


— ^in mustul de struguri cu concentraţia în zahăr, în limitele 15— 
. 259/,, cu o presiune osmotică de aproximativ 0,5 MPa, fermentația alcoo- 
lică demarează uşor, drojdiile de vin produc fermentarea D-glucozei, 
D-fructozei, maltozei, zaharozei, galactozei şi parţial a rafinozei, cu o 


309 


viteză “dependentă de specie si concentraţie în zahăr. De exemplu, glu- 
coza este fermentată mai rapid în must cu 17—209/ :zahăr, reducător 
total, cu viteză egală cu a fructozei în musturi cu 20—250, zahăr, iar 
in musturi cu concentraţii în zahăr reducător mai mari de 259/, mai 
rapid este fermentatá fructoza (Nudeli, A. 1980)... A | | 

„După Peynaud si Domereq (1955) majoritatea drojdiilor de vin sint 
glucofile si un număr restrins de drojdii preferă fructoza; printre acestea 
| se evidenţiază Sacharommgces  baillii (sin. Sacch.' acidifaciens) care - fer- 
menteazá: fructoza: chiar cînd in mediu este prezentă glucoza în concen- 
tratii mari, La: concentraţii mai ridicate în zahăr, peste 40%/, ca urmare 
a creşterii presiunii osmotice, viteza de fermentare. a zahărului reducă- 
tor descrește, se reduce concentraţia: în alcool si se formează cantități 
mai mari de acid acetic. Aceste concentraţii se pot întîlni la fabricare: 
vinurilor dulci, și fermentația poate fi produsă de drojdii osmofile sau 
osmotolerante:. Sacch. baillii var; osmophillus, Sacch. rouxii, Sacch. 
italicus, care pot să activeze la:presiuni osmotice de 10—20. MPa fără. să 
sufere procese de, plasmoliză (Radler, 1983). : | TE T 

“După datele. lui Nishino H. (1985), o presiune osmotică ridicată 
produce o prelungire a fazei -lag de adaptare a drojdiilor la condiţiile 
intilnite in must, o scădere. a procentului. de celule vii, asociată cu scă- 
derea volumului celular si întîrzierea inmuguririi.:: d 

La fermentarea spontană a musturilor:cu concentraţii! ridicate de 

zahăr sau a musturilor în care se adaugă zahăr în exces se poate produce 
stagnarea fermentatiei (stuck fermentation) ca urmare a scăderii vite- 
zei de creștere a drojdiilor şi a capacităţii de fermentare înainte, ca tot 
zahărul să fie fermentat. 'În cazul obţinerii vinurilor seci, acest zahăr 
rezidual (0,5—10/0) poate favoriza dezvoltarea unor microorganisme care 
dau tulburare si reduc stabilitatea vinurilor la păstrare. (Ribereau G., 
- 1987). În cazul fermentării mustului natural, în zahărul rezidual rapor- 
tul între fructozá/glucozá este :supraunitar. Acest raport este folosit ca 
test de: verificare pentru punerea în: evidenţă a adăugării de zahăr. în 
vinuri seci, după fermentare (Radler, 1983). : Şi 


44.12. CONCENTRAȚIA ÎN ALCOOL ETILIC . 


Odată ajunse în must, drojdiile : se adaptează la noile: condiţii de 
mediu, are loc creşterea celulelor, completarea echipamentului. lor enzi- 
matic si este demarat procesul fermentativ de. transformare! a zaharu- 
rilor fermentescibile "mn alcool etilic'-şi CO, ca produse. principale, și 
numeroase produse secundare. 

Important ín vinificatie este de a stabili cantitatea de alcool care 
poate fi produsá per unitatea de zàhár fermentat. Ín practicá prin fer- 
mentarea unui gram de zahăr se produce 0,6% v/v alcool. etilic, iar 
pentru creşterea în medie cu un grad alcoolic, în mediu trebuie adăugat 
17 g/l zahăr. Randamentul practic de conversie reprezintă 90—950/, din 
randamentul teoretic, deoarece o parte din zahăr este consumat pentru 
creşterea celulelor de drojdie sau pentru formarea altor produse 
secundare. oy d | «gti y 
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Concentrația maximă de alcool produsă de drojdiile de vin este de 
aproximativ 199/; v/v, fără să se poată stabili o corelație între alcoolo- 
rezistenta drojdiilor si puterea alcooligenă. mh qr | 
“În măsura creșterii concentraţiei în alcool etilic se produc impor- 
tante modificări în componenţa microflorei naturale a mustului. Astfel, 
la concentraţii de pînă la 49/, v/v alcool, este inhibată creșterea drojdiei 
Hanseniospora. apiculata, la 4—5% v/v, a drojdiilor asporogene din 
genul. Kloeckera. în timp ce Saccharomyces oviformis produce fermen- 


taţia pînă la 189/, v/v alcool etilic. Zeche Än, emm en do 

“Alcoolul etilic, in functie:de concentraţie si specia de drojdie, poate 
ză influenţeze activitatea de metabolism, determinind incetinirea proce- 
sului de creștere si inhibarea procesului de fermentare. 


„Astfel, dacă în mediul nutritiv fără alcool, o celulă de. drojdie poate 
produce prin mitoză 32 celule, în mediu cu 14? alcool, numărul de celu- 
le rezultate prin inmugurire este de D. | 

Prin studiul fermentatiei mustului cu 250;g/l zahăr în care s-au 
adăugat cantităţi diferite de alcool etilic înainte de declanșarea fermenta- 
tiei, cantitatea de alcool rezultată din fermentație este cu atit mai redusă 
cu. cît concentraţia iniţială în alcool a fost mai crescută. În prezenţă de 
alcool are loc o reducere în asimilarea azotului din mediu,.o intirziere a 
fazei exponen(iale de creştere, cu reducerea numărului de [celule nou 
formate în unitatea de timp si prelungirea, fazei staţionare. Efectul inhi- 
bitor al alcoolului se intensifică în prezenţă, de zahár şi prin creşterea 
temperaturii. : ow Ne d 

-Calculînd unităţile . Delle, prin- multiplicarea | gradului :;alcoolic al 
vinului cu: 4,5 şi adăugarea cantităţii de zahăr in gin, dacă valoarea este 
mai mare de 80 se apreciază că vinul este stabil si poate fi păstrat fără 
să se producă refermentarea. Din calculul acestor unităţi de conservare: 


DU=z+4,5 a, 


unde: DU — unităţi Delle; z: — procent zahăr Sir: o — procent. alcool 
vjv; rezultă că alcoolul etilic are o putere de inhibare asupra drojdiilor 
de 4,5 ori mai mare decît cea a zahărului. Deoarece multe tipuri de vin, 
mai ales cele semidulci, au sub 80 DU, pentru. asigurarea stabilităţii 
microbiologice se adaugă substanţe cu rol conservant (SO; acid sorbic). 
“În prezenţa alcoolului etilic scade mult termorezistenţa drojdiilor. 
Astfel, dacă prin încălzirea mediului, în care sînt prezente drojdii la 
50°C timp de un minut, 15% din drojdii își menţin viabilitatea; în mediu 
cu 15% v/v alcool etilic procentul de supraviețuitori se reduce la 
0,050: igub 


4413. CONȚINUT ÎN AZOT ASIMILABIL. 


“Pentru. asigurarea biosintezei compuşilor celulari inclusiv a enzi- 
melor din complexul zimazic, in mediu trebuie asigurată o concentra- 
fie corespunzătoare de azot asimilabil pentru nutriția azotată a droj- 
diei. Se apreciază cá 50—70% din azotul total al mustului poate fi 
asimilat de către drojdii, proces care are loc în prima etapă a fermenta- 
iiei primare. În mustul cu cantităţi reduse în substanţe cu azot asimila- 


211 


bile se acceptă introducerea de 30 g/hl a fosfatului de amoniu: sau a sul- 
fatului de amoniu pentru procesul. de nutriţie al drojdiilor... 


În acest caz, în vinul tînăr se mai găsesc cantităţi suficiente de azot 
aminic pentru a favoriza fermentaţiile secundare: necesare. Beleg obti- 
nerea vinurilor spumante, a vinurilor Xeres. 


.Ín condiţiile menţinerii ` îndelungate a vinului pe drojdie, ca urmare 
a autolizei celulelor, o parte din substanţele cu azot ale:drojdiei trec în 
vin, favorizînd astfel procese biologice (fermentația malolactică, alteră- 
rii microbiene ale vinurilor). 


"La un conţinut scăzut în azot asimilabil, viteza de iMitrnlăte se 
reduce. Dupá datele lui H. Tromp (1985), in mustul | in care se adaugá 
azot asimilabil in doze mari, durata fermentatiei se reduce in medie la 
jumătate, fără să fie influențate negativ calităţile senzoriale ale vinului. 


4.4.1.4. CONTINUT ÍN — MINERALE 


In timpul gerdlenaden E are loc o reducere a conţinutului 
în substanţe minerale ale mustului de la aproximativ 3 la 2 g/l, ca ur- 
mare a consumului prin nutritie de către drojdii sau a reţinerii prih 
. àdsorbtie de pereții celulari si depunerea în sediment: Dintre elemen- 
tele necesare, fosforul este deosebit de important, deoarece transportul 
zaharurilor fermentescibile prin membrana 'celulei de drójdie are loc 
cu un consum energetic, prin formarea esterilor fosforici. Alte micro- 
elemente,:ca de exemplu: fierul, cuprul si magneziul sînt necesare pen- 
tru dezvoltarea peliculei de drojdii la: obtinerea iA dé: Xeres, 


44.1.5. VALORI DE pl. SI ACIDITATE 


Valoarea de.pH a mustului de struguri este favorabilă- pentru creş- 
terea drojdiilor. și pentru fermentație, deoarece domeniul optim de dez- 
voltare al drojdiilor de vin este: între valori- de pH=—3—6. :Valoarea de 
DH: reprezintă aciditatea activă (pH = —log H+) si depinde atit de can- 
titatea de acizi din must cît:şi de. natura acizilor ai forma în care aces- 
tia se află dizolvati (acizi liberi/sáruri acide sau: neutre). Intrucit scara 
de exprimare este logaritmică, concentraţia ionilor de hidrogen este. de 
2.ori mai mare la pH—3,1 decit la pH —3,4. 

Efectul: pH-ului. asupra creşterii drojdiilor s și e avizul terte 
tive depinde si de concentraţia în zahăr si alcool etilic. La valori. mai 
mari ale pH-ului, drojdiile pot produce prin fermentare o cantitate cres- 
cutá de glicerol si se observă o reducere a fazei lag si o creştere a acti- 
vitátii fermentative. Aciditatea. mustului este considerată din punct de. 
vedere microbiologic nu numai un factor favorabil pentru fermentarea 
alcoolică ei si un factor: selectiv, deoarece în must si vin este inhi- 
bată dezvoltarea bacteriilor de putrefacție care necesită un: pH=7, iàr 
bacteriile acetice si bacteriile lactice nu se dezvoltă la valori. de pH: mai 
mici de 2,7—3,1. De aceea, pentru. a asigura echilibrul fizico- chimic. st 
biologic al vinului, pH-ul mustului trebuie să fie. egal cu. 3. La această 
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valoare SO, are efect antimicrobian “maxim, efect care se poate reduce 
cu 500% cînd pH-ul crește de la 3,0 la 3,2 (Delfini, 1987). 

„Aciditatea totală (suma acizilor titrabili pe care-i conţine mustul 
sau vinul cu.exceptia CO;) alături de pH si raportul cantitativ al acizi- 
lor prezenţi, participă. la perceperea gustului acru. Acizii: lactic, malic, 
acetic, pot fi folosiţi de către drojdie drept sursă de carbon în condiţii 
aerobe. Drojdiile din genul Saccharomyces pot. produce fermentarea a 
20%, din acidul malic. Drojdiile produc decarboxilarea acidului malic în 
piruvăt, din care se formează aldehida aceticá acceptor de hidrogen al 
alcooldehidrogenazei reduse, cu. formare de alcool etilic. Aceastá proprie- 
tate este evidentă la Schizosaccharomyces 'acidodevoratus care poate 
degrada în cursul fermentatiei alcoolice întreaga cantitate de acid malic 


existentă initial în must. (Kishkovskaia, 1965). 


La Zygossaceharomyces baillii a fost pusă în evidență o proteină 
transportoare pentru malat, care explică metabolizarea completă a aces- 


tui compus (Radler, 1986). 


44.1.6. CONCENTRAȚIA ÎN CO, : A 


Rezultat în procese fermentative, CO, în concentrații de 15 g/l 
poate opri creșterea drojdiilor (7,2 bar, la 15°C). IR. | 

Fermentarea/ zahărului se poate produce pînă la presiuni de 14 bar, 
iar la creşterea presiunii peste 30 bar, drojdiile pot fi omorite (Benda, 
1983). i i ^. Wi soi A 
Efectul inhibitor al CO, asupra drojdiilor se intensifică la scăderea 
pli-ului sau la creşterea concentraţiei în alcool etilic. Bacteriile, lactice 
sînt mai puţin sensibile comparativ Cu drojdiile în raport cu concentra- 
iia în CO, si chiar pot fi stimulate la concentraţii ridicate de CO, (de 
exemplu .Leuconostoc oenos —— agent al fermentatiei malolactice). : 

Drojdiile folosite la fabricarea vinurilor spumante. sînt adaptate să 
producă fermentarea şi să reziste la presiuni mai mari de 0,6 MPa. Prin 
conducerea fermehtatiei: sub presiune de CO, se pot produce cantități 
mai mari de alcool etilie şi se pot obţine vinuri cu concentrații mai mari 
de zahăr rezidual, in schimb creşte şi concentraţia în acizi volatili, cu 
efect negativ asupra calităţilor senzoriale. | | 


444.7. SUBSTANȚE CU EFECT INHIBITOR | 


Prin aplicarea substanţelor pesticide în timpul cultivării struguri- 


lor, în funcţie de concentraţie, condiţiile meteorologice şi timpul care 


a trecut de la aplicarea tratamentului, în must pot să treacă reziduuri. de 
pesticide. care pot influenţa negativ activitatea fermentativă a drojdiilor. 

În funcţie de condiţiile de prelucrare, o parte din substanţele rezi- 
duale (Dichlofluanida, Dithan Milton ș.a.) pot suferi o degradare chi- 
mică sau pot fi eliminate ca urmare a absorbției lor pe coloizi din must. 
(Farris, 1987) | e soni Mv 
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/. 44,2.. FACTORI EXTRINSECI 
4421. TEMPERATURA T 


"Diferitele activităţi ale 'aibiaiilos” și anume: ‘respirația, ' fermenta- 
tia, 'creşterea celulei, alcòolotoleranța ş.a., se desfășoară în domenii sta- 
bilite, de temperatură; fiecare proces se desfăşoară optim Jo o anumită 
temperatură, care diferă în funcţie de specie şi 'chiar. pentru tulpinile 
aceleeasi specii... 

Metabolismul fermentativ al. “drojdiei, se desfăşoară în domeniul de 
temperaturi 0...45*C, dar viteza de fermentație crește proporţional cu 
cr egterea temper; aturii in domeniul SIA Albe Cf | 


" Efectul temperaturii | este AR E si de compozitia mediului; la 
temperaturi ridicate de fermentare creşte efectul inhibitor al alcoolului 
etilic și sînt influențate necesităţile nutritive ale drojdiei. 


în timpul fermentaţiei alcoolice, în funcţie de temperatura mustu- 
lui și de energia calorică degajată în fermentarea exotermă (113 kJ per 
mol zahár), este influentatá formarea produselor secundare. Astfel, in 
domeniul de temperaturi 15...935*C, cu. creşterea temperaturii creşte 
concentraţia în mustul fermentat a glicerolülui, acetonei, 2—3 butan- 
. diolului si a: aldehidei acetice. Concentrația în acid.piruvic la. 35°C, este 
' de 3 ori mai mare decit cea formatá la 20 CT iar. acidul acetic. și alti 
acizi volatili se formează în cantitatea cea mai mare la 25°C. Alcoolii 
superiori se formează în cantități maxime la 20—24*C alcool izoamilic, 
izobutanol si alcoolul amilic activ), iar la 35 "S cantitatea formată repre- 
t CHE doar 25079. din valoar ea maximă. 


"Din studiile lui Verdlev S. G: (1987) privind curbele cinetice de 
creștere a: biomasei, utilizarea zahărului și formarea alcoolului in fünc- 
tie de extractul' mustului si de temperatură, rezultă cá durata de fer- 
mentare are valoarea minimá la 25...309C,.iar la temperaturi peste 
30°C, durata de fermentare: creşte si este insotitá de scáderea calitátilor 
senzoriale. ca urmare a. formării in exces a aldehidei acetice. 


După datele. obţinute de Tromp A. (1985), durata fermentatiei scade 
la jumătate: prin creșterea asian de Ian 10 la 21°C (a. Oder 4o 
tile: la 13*G — 20,6 zile). 


„Pentru fermentarea: completá a hoa ETHE de struguri cu 200 g.za- 
bës. la 10°C sînt necesare 60 zile, la 207C - — 15 zile, iar la: 30°C — 3 
zile (Ribereau G., 1971).. 


Studiile privind calculul raportului dintre calitatea vinului şi costul 
de producţie au condus la alegerea unei temperaturi de fermentație: de 
15°C (Franţa) sau în domeniul 10... 30°C (cu temperaturi de 18... 20°C 
în Germania, 10...16*C în California). Din punct de vedere práctic, 
cea mai bună temperaturá pentru vinificatie este o temperaturá de com- 
promis, suficientă pentru obţinerea unei fermentatii : destul de. rapide, 
dar in acelasi timp GK GEES -de scăzută - ct i a. inhiba inaite 
drojdiei. | | 


. Atunci cind. fermentația se desfăşoară IER Zone E Sat vinul 
obţinut conţine mai mult alcool, ca urmare a reducerii pierderilor prin 
evaporare, și produsul este mai stabil la alterări microbiologice. 
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Fermentatia la temperaturi scăzute este in special folosită la obti- 
nérea vinurilor albe, si la vinurile spumante unde temperatura de fer- 
mentare nu trebuie să depăşească 15?. | us Mei hu 
^ “Permentarea la temperaturi ridicate prezintă dezavantaje în sensul 
că poate produce o slăbire a activităţii drojdiilor; acestea produc în can- 
titate mai mare substanţe cu efect de inhibare a fermentaţiei şi este 
favorizată dezvoltarea microorganismelor de infecţie —. bacterii acetice 
sj manitice, are loc o pierdere a substanțelor de. aromă care se degajă 
o dată cu CO; (Nudeli, 1980). TOME E PIPIA FP uie " 
... In, procesul de vinificatie, diferitele tratamente termice influenţează 
mult activitatea drojdiilor. Încălzirea mustului chiar la temperaturi de 
70°C. nu conduce la distrugerea completă a microflorei. strugurilor. Se 
constată o. scădere.a numărului de celule vii dar raportul între specii 
rămîne aproximativ constant. l ani To 

Pasteurizarea mustului si a vinului se poate realiza la 55... 70867 
1—2 „min. Prin studiul termorezistenfei drojdiilor. izolate din vinuri, 
Barillere J. M. (1983) evidenţiază faptul cá distrugerea termică a droj- 
diilor este dependentă de tulpină, vîrsta culturii, compoziția: mediului, 
valoarea pH-ului, conţinutul în alcool şi SO... În timp ce. termorezistența 
lui Saccharomyces cerevisiae (var ellipsoideus) este puţin influentatá de 
pH, cu valori.D49—0,75.1a pH=3 si 0,84 la pH==4, la Saccharomyces 
bayanus termorezistenta este mai mare cu cit creste pH-ul (D,5-6 la 
pH=3 si Dso=20,8 la pH—3,8). Se constată, de asemenea, că o creştere 
a conţinutului în alcool la 4—50%/, măreşte viteza de distrugere a micro- 
organismelor de 10 ori, iar la concentraţii de 129/; micşorează! de 20 de 
ori termorezistenta drojdiilor de vin. > . 

Drojdiile în medii uscate sint mai termorezistente şi pot fi distruse 
ła. temperaturi de ~ 100°C. i 


| 44323, CONCENTRAȚIA ÎN OXIGEN ȘI POTENȚIALUL ^ 
| Ze „DE OXIDO-REDUCERE | 


. Imediat după obtinere, mustul este saturat cu oxigen şi poate con- 
iine cantităţi de 5—8 mg O;/l, dar, pe măsura utilizării oxigenului solu- 
bil de către drojdiile care necesită oxigen în stadiul de reproducere, 
potenţialul de oxido-reducere scade rapid şi se creează, condiții de anae- 
- vobiozá favorabile fermentatiei alcoolice. "m. 


Dupà Sablagroless J. M. (1987), necesarul minim de oxigen este de 
10 mg/l iar viteza- optimă de fermentare are loc la concentraţii de 
NEO RN FRETI ov. de Tode VUE av wer 
„În. cazul în care se produce stagnarea fermentaţiei, o aerare a mus- 
tului în timpul fazei de multiplicare a drojdiei stimulează creşterea şi 
reproducerea, drojdiilor si fermentația este demarată. Oxigenul favori- 
'zează şi biosinteza de steroli. cu rol important în metabolismul celular. 

Drojdiile pot să-și regleze metabolismul energetic, astfel încît celula 
"poate să utilizeze glucoza la o rată mai scăzută decit în condiţii anaerobe 
pentru același aport de energie, atunci cînd în urma aerării este posibilă 
oxidarea glucozei cu formarea. produselor finale: CO, și H:O și eliberarea 
energiei potenţiale a glucozei. Acest sistem de reglare a enzimelor impli- 
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“cate în mecanismul aerării Pa ks al glucozei Bse, cunoscut drept efectul 
Pasteur. | 


Aerarea mustului îi mnlează etâsterea EN „multiplicarea, drojdiilor 
care. beneficiază. de energia eliberată: gradat: prin asimilarea glucozei, 


energie folosită în ege E celulari sau and d ip. Welte in 
moli de ATP. 


Necesarul de epbrgie “pentru arestata este estimat: a 'aproximativ 
1 mol de ATP pentru fiecare 10- ug de material celular: (s:u.) obţinut 
prin biosintezá. Oxigenarea mustului. de struguri. după faza exponen- 
tialá de înmulţire a condus Joao producție maximă de biomasă caracteri- 
zată printr-un procent ridicat de celule viabile. În condiţii de anaero- 
biozá drojdia trebuie sé fermenteze “aproximativ” 10 unități de zahăr 
pentru a obţine energia necesară pentru. biosinteza unei unităţi de ma- 
terial celular nou. 


"Cînd în must se află o concentraţie. ridicată în zahăr: fermentesci- 
bil, acesta acționează ca represor catabolic ` și se produce 0: inhibare a 
biosintezei. citocrom-oxidazei. În acest caz se | produce efectul Pasteur 
negativ, de comutare a respirației. în fermentație, cunoscut drept efectul 
Crabtree care functioneazá riguros in conditiile de vinificatie. 


La transvazarea si imbutelierea vinului trebuie. să se evite pătrun- 
derea oxigenului care ar putea favoriza înmulţirea drojdiei reziduale şi 
să se producă refermentarea. 


„Aerarea este necesară la. ach Bic re tip. Xeres pentru a 
favoriza, formarea peliculei : de drojdii la suprafața, materialului . vinicol. 


44.2.3. CONCENTRAȚIA ÎN SO, 


Dioxidul de sulf poate fi considerat ca produs natural în vin, 
deoarece unele tulpini de drojdii. pot. produce, în urma . metabolizării 
substanțelor cu sulf, cantităţi de .10—40 mg/l SO». În vinificatie se prac- 
ticá introducerea în must sau vin a unor doze mărite de SO,, datorită 
efectului pozitiv în dirijarea unor procese biologice si chimice impor- 
tante în obţinerea unor vinuri de calitate, cu o bună stabilitate” la conser- 
vare. Astfel SO, prezintă acţiune antimicrobian, acţiune antioxidantă, 
acţiune. de solubilizare a antocianelor si de „protecţie faţă de unele com- 
ponente ale vinului cu rol în formarea aromei. m 

Cantitátile. de SO, adăugate, în must sînt limitate : de. norme. sani- 
tare, astfel incit in vinuri cantitátile admise de O.I.V. sint. egale cu, maxi- 
mum 250 mg/l pentru vinuri albe seci si 200 mg/l pentru vinuri roze. şi 
roşii. Aceste doze admise în vinuri nu sînt toxice, dar în funcţie de sen- 
sibilitatea individuală pot induce efecte nedorite. Prin studiul toxicității 
SO,, O.M.S.-F.A.O.. acceptă drept doză zilnică concentraţii de 0, 7 mg/kg 
greutate corporală, încît la un consum moderat de vin, pentru un om 
cu greutate medie, dozele de SO; inegerate nu depășesc 50 mg/zi si sint 
eliminate din organism în 24 ore. 


„Efectul SO, în must/vin este Td CN de doza si starea în care se 
află, durate de acţiune, pH, AS BERG du și, de prezenţa substanţelor, cu 
care poate să reactioneze, 
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Prin solubilizare în must, dioxidul de- sulf se poate afla sub formă; 
de SO, liber si anume ca: SO, neionizabil sau molecular, sub formă de 
ioni de bisulfit (SO;H^) si in mediu cu pH<4 ca ionii sulfit (GO ) si 
sub formă legată prin combinarea cu substanţe cu caracter reducător: 
aldehide, zaharuri reducătoare, substanțe colorante. La adăugarea SO, 
. jn must se mai ţine seama si de faptul că o parte se poate pierde ca 
urmare a absorbției de către garnituri de cauciuc (materiale plastice), 
prin antrenare o' dată cu CO, degajat prin fermentație, astfel încît la 
sfîrşitul. fermentatiei numai 40—-509/9 din cantitatea adăugată se mai 
află in vin (Beech, 1985). ` i | | 


Diferitele forme în care se află SO, după dizolvare prezintă acţiuni 
antimicrobiene diferenţiate si anume: SO, molecular este de aproximativ 
500 ori mai activ asupra drojdiilor decit celelalte forme de SO, liber. 
Efectul antimicrobian se manifestá mai ales asupra bacteriilor acetice, . 
lactice, a drojdiilor oxidative, si mai puţin asupra drojdiilor propriu-zise 
de vin. Aceastá actiune se explicá prin faptul cá sub formá neionizabilà 
pătrunde. mai ușor prin membrana celulară a drojdiei (în cîteva minute) 
decît formele ionizabile. Se admite că sub această formă poate provoca 
modificări la: nivelul membranei celulare, o diminuare a activităţilor 
enzimatice fie datorită legării ionului metalic conţinut de aceste enzime, 
fie prin scindarea legăturilor disulitice sau prin esterificarea grupărilor 
SH din fracțiuni proteice. Efect antimicrobian mai 'scázut se. intilneste 
pentru forma de bisulfit, iar in starea combinată, efectul este mult di- 
minuat. Astfel, prin combinare cu aldehida aceticá, efectul se manifestá 
numai asupra bacteriilor lactice, iar combinat cu antociani, acţiunea 
asupra drojdiilor se diminuează cu 20%, (Schopfer, 1987). Ma | 

După Anacleto si Van Uden (1982), SO, molecular se poate combina 
cu receptori aflati la suprafata celulei, poate produce dereglări la nive- 
lul membranei si in final pierderea viabilitátii celulei (Beech, 1985). 
Adăugarea de SO, în doze mai mari de 300 mg/l conduce la o diminuare 
a cantităţii de acizi graşi nesaturaţi, esentiali în creșterea drojdiilor 
Saccharomyces cerevisiae, în condiţii de anaerobioză. PE TOT 

 ' Anhidrida sulfuroasá în cantităţi începînd cu 100 mg/l poate pro- 
duce blocarea procesului de respiraţie indiferent de valoarea de pH a 
mediului. ` An M te ptr | i | 

Ca urmare a captării oxigenului, microorganismele aerobe sînt lip- 
site. de acceptorul final de hidrogen (electroni) în fosforilarea oxidativă 
si sint mai sensibile la acţiunea SO». aea ! | 


“De asemenea, sulfitul inhibă activitatea enzimelor, ATP-aze prezente 

în mitocondrii. | l Uds «d -— 
În același timp, acidul sulfuros are un potenţial de +200 mV, fiind 
reducător în raport cu vinul cu:un potential care variază între 7-250 si 
—400 mV, încît prezenţa în anumite doze, ca urmare a scăderii poten- 
țialului de.oxidoreducere a mediului, favorizează dezvoltarea microorga- 
" nismelor facultativ anaerobe în care sînt incluse si drojdiile fermen- 
taţive,,- a ; , | wi 
Efectul SO, asupra proceselor fermentative. este dependent de pH. 
Astfel la pH--3,8 intensitatea fermentatiei scade cu. 40%/ la. un adaos 
de 100. mg/l, cu 50?/; la un adaos de 200 mg/l și cu 90%% la 500:mg/l. .. 
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În funcţie de valoarea de pH a vinului se poate calcula fracțiunea 
antimicrobiană a SO» dupá relatia: 


10 g “Concentrația. molară de TANT 


=PHon—1,81. 
Concentrația molară de SO, 


Sulfitorezistența microorganismelor este dependentă de specie şi de 
compoziţia. mediului, fiind mai redusă în vin ca urmare a prezenţei al- 
coolului. 

Tulpini de Sacchar omyces cerevisiae var. ellipsoideus tolerează 
aproximativ 4 mg SO, molecular/l si la doze mai mari de 6 mg/l. multi- 
plicarea este 'oprită. "Toleranta drojdiilor de vin e. superioará drojdiilor 
asporogene prezente în must. Prin adăugarea de SO, poate fi oprità 
multiplicarea drojdiilor ^ Kloeckera apiculata şi Candida 
drojdii care pot produce cantități mari de acizi volatili: (peste - " g/l) 
printre care si acidul piruvie, acidul cetoglutaric;: substanţe care se pot 
combina cu SO,. `. 

| Adăugarea, de SO, poate conduce la cresterea fazei lag, a timpului 
de generatie si produce o întîrziere a. demarării fermentatiei alcoolice, 
pînă cînd concentraţia în SO, liber, ca urmare a combinării cu substanţe 
reducátoare, se reduce si începe faza activă a fermentatiei. | 


Toleranta la SO, poate. fi dobindità prin adaptare si în acest pro- 
ces plasmidele pot avea un rol esenţial. Din grupul drojdiilor, Saccharo- 
mycodes ludwigi si Saccharomyces baillii tolerează .doze mai mari de 
900 mg/l SO, total, sulfitorezistenţă determinată genetic. | 

În microflora' spontană a. mustului, ` se. mai intilneste. şi specia 
Exophiala  Jeaselmei var. heteromorfa, caracterizată printr-o sulfitore- 
zistenţă ridicată. Pentru. eliminarea unei populaţii cu concentrâţia de 
10% celule/cm? sînt necesare doze. de 11: g SO, liber/h1.. Activitatea sa de 
degradare a acidului tartric este .nedorită, deoarece diminuarea acidi- 
tátii poate avea repercusiuni negative asupra . stabilităţii vinului Also 
lard, 1983). 

Ca urmare a acţiunii Annie e SO, se recomandá a. fi adáugat 
la prelucrarea strugurilor mucegăiţi, pentru prevenirea unor procese. oxi- 
dative nedorite catalizate de enzimele "se eliberate în must la zdro- 
birea boabelor mucegăite. , 

vila, sezonul de vinificatie uneori e necesará conservarea unor Manti- 
táti de must si în acest caz se adaugă doze mari de SO, 300—400 mg 
" SO,/l. Acest must poate fi folosit după desulfitare. sau. dupá cupajare 
. cu musturi nesulfitate (Nudeli, 1980). 


MEC 444.3. FACTORII IMPLICITI (BIOLOGICI) ` 


(443. m ECHIPAMENTUL ENZIMATIC AL DROJDIILOR DE VIN 


In KI de danacterele Sege ale drojdiilor care le imprimă 
capacitatea de 'biosinteză și reglare metabolică, de permeabilitatea mem- 
branei citoplasmatice, în must sînt active numeroase enzime, produse 
de drojdiile vii sau eliberate: după autoliză care, împreună cu enzimele 
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din struguri, catalizează diverse reacţii de oxide ce. T MG 
transformarea, mustului în vin. 


ADN-ul nuclear, al drojdiei Sacch. cerevisiae, cu. o ) lungime. a lan- 
jului de 10 mm, ce contine 3-107 perechi de baze purinice si pirimidi- 
nice, codificate în gene care intervin în reglarea metabolismului, contro- 
lind sinteza enzimelor ce participă în fermentația zaharurilor, conferá 

rezistenţă la antibiotice sau substanțe toxice, controlează etapele de eres- 
tere (meiozá, mitoză) ale drojdiei. ADN-ul mitocondrial, cu 75 000 
perechi de baze, include gene responsabile pentru biosinteza enzimelor 
care intervin în procese de respiraţie celulară. 


O parte din enzime (ca de exemplu hidrolazele) ` sînt localizate la 
nivelul peretelui celular sau în exteriorul suprafeței membranei cito- 
plasmatice, fiind active în exteriorul acestei membrane f Alte enzime 
sint intracelulare si se eliberează după moarte în urma’ “procesului de 
autoliză. Prin studiul” comparativ al permeabilităţii peretelui celular la 
Sacch. cerevisiae în diferite medii de cultură, Toiomenko A. B. (1987) 
evidenţiază complexitatea ` procesului de ` secreție.. a „enzimelor. Astfel, 
dacă. în mediu sursa de azot minerală este înlocuită cu o sursă organică 
de azot, creşte permeabilitatea peretelui celular. şi în lichidul. cultura) 
au fost eliberate enzime ca: invertază, fosfataza acidă, f-glucanaza . si 
alte proteine, Se admite că celula de drojdie poate. să, „exporte“ m macro- 
molecule endogene si sá absoarbá macromolecule exogene, ca urmare a 
neuniformitátii structurale a peretelui celular si prezenfei unor zone cu 
permeabilitate superioară care au rolul unor- canale de comunicaţie prin 
intermediul cărora este reglat! transterul unor substanțe macromolecu- 
lare prin exocitozá sau endocitózá. 


Dintre ozidoreductazele: proprii rotilor. fermentative, mai imporz 
tante Sint: triozofosfat. dehidrogenaza, enzimă care .cata- 
lizeazá oxidarea aldehidei fosfoglicerice in prezentá de fosfat si formarea 
acidului 1,83. fosfogliceric şi alcool. dehidrogenaza. care, in.con- 
ditii de anaerobiozá, catalizeazá reducerea aldehidei acetice cu formarea 
alcoolului. etilic.. Ambele. enzime au drept, coenzimă NAD, .care serveşte 
drept transportor de electroni și hidrogen, iar reacția de oxidare repre- 
zintá în sine un proces exergonic. 


Molecula de NAD contine o sarciná pozitivă la grupa nicotinami- 
dei. Trecind in forma. redusă, un atom de hidrogen din molecula sub- 
stratului reduce poziţia 1—4 a inelului piridinic al nicotinamidei, iar cel 
de-al doilea atom; cedînd electronul, neutralizeazá sarcina pozitivă si 
trece în mediu sub formă de ion H+ (fig. 88). 


H in 
=C—NH —C-NH 
KT "bu(oesam irs 
N* N 
E I 
AERIS Sin f 
Forma oxidată . Forma redusă ` 
Fig. 88. 
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Din clasa transferazelor, celula de drojdie” contine kinaze (hexoki- 
naze: glucokinaza, fructokinaze, fosfoglicoxat kinaza) si fosfomutaze. 

Kinazele drojdiei necesită prezenţa Mg?* sau a Mn?* și catalizează 
fosforilarea prin intermediul ATP. Hexokinaza din drojdie, obtinutá in 
stare cristalizatá, are o masă moleculará de 96 000 si produce fosforila- 
rea glucozei, manozei, fructozei. După Larue" F., 1987, in drojdie sint 
prezente 2 izoenzime ale hexokinazei a căror ` activitate! este. inhibată 
cînd. are loc acumularea de alcool: Glucokinaza catalizează ` transferul 
grupei fosfat numai pe D-glucozá, «i nale activáà' cînd în mediu se 
acumulează mai multă glucoză. 

Fructokinaza este o enzimă cu o masă moleculară de 360 000 şi. este 
inhibată de: produsul final încît poate avea un rol în reglarea fermenta- 
Hei alcoolice (Konovalov. S., 1980).. 

- Dintre fosfomutaze, fosfoglicerat-mutazá si piruvatkinaza intervin 
în transferul intramolecular al ATP. 

Piruvat kinaza, cu masă moleculară 250 000, necesită Ca, Ma, Mn 
si mai ales K, care acţionează ca: activator, reacţia de transfer” catali- 
zatá de piruvat kinazá fiind puternic exer gonicá. 

| În drojdiile folosite pentru vinificatie au fost evidenţiate enzime 
pectolitice: poligalacturonaze si pectin-metil-esteraze. Dupá Demain si 
Phaff (citati de Villettaz J. C., 1984). poligalacturonazele exocelulare ale 
drojdiei degradează pectina- după. mai multe mecanisme care acţionează . 
în succesiune, optim de la valori de pH=—4,4 la pH=3,5. Hidroliza se 
opreşte cînd 709/, din pectină este transformată 'în compuși finali de 
natura di- şi monomerilor acidului galactur onic. 

Invertaza din drojdia de vin este o enzimă fixatà de qe celu- 
lari si se elibereazá putin in must in cursul multiplicárii celulare; cea 
mai mare cantitate se regăseşte în depozitul de drojdie rămas. după fer- 
mentare. Avind o activitate invertazică inferioară celei: prezente în 
must, capacitatea drojdiei de a fermenta zaharoza în etapa prefermenta- 
tivă este nesemnificativă. 

Invertaza drojdiei este rezistentă la SO,, sensibilă la alcool si căl- 
dură, cînd isi pierde 95% din activitate prin. încălzire la 70°C timp de 
5 minute (Villettaz J. C., 1984). 

În timpul fermentatiei alcoolice, mai ales in condiţiile epuizării : vM 
stratului nutritiv, drojdiile pot elibera si enzime proteolitice, cu activi- 
tate maximă la temperaturi de 35...45*C și pH-—2,8—3,8, importante 
la prepararea vinurilor -roşii obţinute prin EAR vinificării la cald 
(Sapaeva Z., 1985). 

Ade Nstated proteoliticá a drojdiilor de vin poate avea un efect fa- 
vorabil asupra demarárii fermentatiei malolactice, ca urmare a formă- 
rii surselor asimilabile de azot pentru bacterii. 

În echipamentul enzimatic al drojdiei mai sînt prezente şi .alte 
enzime: aldolază, fosfoglucoz-izomerază, piruvat-decarboxilaze etc. care 
catalizează transformarea zaharurilor reducátoare pe calea Emden- 
-Meyerhof-Parmas in acid piruvic. 
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a, Ki 4.3.2. ABSORBȚIA ȘI FERMENTAREA ZAHARURILOR ` 


Toate drojdiile de vin p ciis a D-glucoza, D- E "Zem 
zaharoza, galactoza si 1/3 din rafinoză, în timp ce lactoza, melibioza, 
dextr inele nu sînt fermentate. . " 

"Procesul de absortie al & ntre beti se Run la nivelul mem- 
branei. citoplasmatice, fie prin difuzie facilitată: care . are loc printr-un 
sistem de transport nespecific, fie prin transport activ, sub forma este- 
rilor fosforici, cu consum energetic din partea celulei necesar pentru 

activizarea transportorului. 

Prin studiul cineticii. de fermentare a mustului de struguri, Strel- 
tov A. P., 1976, arată cá în prima perioadă de fermentare consumul me- 
diu de zahăr este de 1,8—2,5%/ si că viteza cea mai mare de fermentare 
se observă în intervalul de timp în care concentraţia în zahăr scade de 
la 85 la 15% din concentraţia iniţială. De asemenea, după aproximativ 
50—550% din durata totală a fermentaţiei, este fermentată jumătate din 
cantitatea iniţială de zahăr a mustului; o scădere a vitezei de fermentare 
se observá la o concentratie reziduală de 2—39/; in must. i 

Există mari diferente între specii, privind. natura zaharurilor fer- 
mentescibile, viteza de fermentare in functie de concentraţia i în una 
şi diversitatea produselor de fermentație. 


44.3.3. SUBSTANȚE DE METABOLISM ALE DROJDIILOR 
CU EFECT INHIBITOR ASUPRA FERMENTAȚIEI ` 
| ZAHARURILOR REZIDUALE 


S-a doleas că într-un mediu nutritiv, bogat în CC cum 
este şi cazul mustului de struguri, fermentarea ultimelor cantităţi de 
zahăr reducător de către drojdiile de vin este mult mai lent, ca urmare 
a prezentei unor substanţe cu efect inhibitor, cum ar fi alcoolul. etilio 
$i acizii graşi (F. Larue, 1987). Prin studiul. activităţii. enzimatice a droj- 
diei s-a stabilit că oprirea într-o anumită etapă a fermentatiei nu este 
datorată inhibării activității enzimelor inplicate în hidroliza hexozelor. 

„ Stagnarea procesului de fermentație, una din problemele microbio- 
logice majore în vinificatie poate D cauzată de anumiţi, factori, dintre 
care se pot menţiona: 

. — condiţiile de desfășurare a fermentatiei, de exemplu anaerobioza 
și temperaturi ridicate de fermentație, care inhibă biosinteza sterolilor 
ce participă la reglarea stării fiziologice a membranei" 

— concentraţia excesivă în zahăr; 

— carentarea mediului în vitamine/surse de azot; 

— prezența de substanţe cu. efect antilevuric (reziduuri de pesti- 
cide), substanţe -produse de Botryotinia, Aspergillus, Penicillium, Mucor 
şi bacterii: Acetobacter, Gluconobacter; . . 

— concentraţia în alcool etilic; . —— 


— acumularea în mediul de fermentație . a unor acizi graşi c cu 8 şi 
10 atomi de carbon în moleculă. 


Pe baza. observaţiilor lui Geneix, 1983 si Stegen legea ai 1985, 
care arată cá acidul caprinic (Ce: 0 la concentratie:de 10 mg/l si acidul 
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capronic (Cio :0) la'concentratie de 3 mg/l pot influența negativ viabi-. 
` litatea celulelor de drojdie. Nagel C. (1988) stabilește cá aceşti acizi grași 
activează sinergic cu alcoolul etilic, presiunea osmotică ei absența unor 
nutrienți esentiali în mediul de fermentație și prezintă cauza principală ` 
a stagnárii fermentatiei înainte de epuizarea: zaharurilor fermentescibile. 
Sensibilitatea drojdiilor în prezenţa acizilor caprinic si capronic este mai 
mare în faza de multiplicâre activă si scade progresiv în faza staţionară 
şi de declin. ` rie as. í 


4.4.3.4. CONCENTRAȚIA ÎN CELULE ȘI STAREA FIZIOLOGICĂ 
td 210 04 A DROIDIILOR — 7177 i 


Viteza de fermentație creşte cu creșterea numărului de celule. Pen- 
tru fermentarea completă a zaharurilor: din musti:este necesar Du nu- 
mái un număr. mare de celule, —107/cm? must, dar celulele: trebuie să 
fie şi viabile (Nagel, 1988). . . in] u: Je: 

Din punct de vedere :microbiologic, fermentarea-nedirijatá:.a mus- 
tului de struguri este produsă ca o rezultantă a trei factori principali și 
anume: creșterea numărului de celule, capacitatea de supravieţuire a 
populaţiei de drojdii si activitatea metabolică a biomasei de celule. . 

Pentru urmărirea influenţei concentraţiei în zahăr si a gradului de 
aerare asupra creşterii numărului de celule în must, Ribereau Gayon P. 


(1987) determină în diferite etape ale fermentatiel: - 


.. a) Numărul de celule vii/em3 must prin metoda culturală: 


LEN D 
Guns 


unde: P este numărul de celule/cm?; N = număr mediu calorii în plăci 

Petri; n = numărul de. plăci folosite, pentru fiecare dilutie; 
„ C == coeficientul np Oo, l 
b) Rata de creştere a drojdiilor (u): 


B 


RET © alog Pa. log P 
í (Rh71 em 5*2 o I" 
uf nig mee 
unde: P; este numărul de celule vii la timpul t; P, = numárul de ce- 
lule vii la timpul tz; At—1,—t, interval de timp între 2 deter- 
minare wv m "ah E aratan iiid, em 
c) Cantitatea medie de zahăr (mg) consumat în 24 ore. de către 109 
celule: i coti Di T: dë geg, | 
NECI tate 
PP. 
A CAI 


: qa(mg)= * 105, 


unde: 3, şi x, reprezintă cantitatea de zahăr (mg/ml)) consumat la tim- 
pul t, și t P, şi P, = populaţie de celule vii la timpul f, și tə; 

n = interval în zile (între t; şi t9). - T nua 
Experimentările au arătat cá suplimentarea mustului de struguri 

cu zahăr, astfel încît concentraţia totală in zahăr să nu depășească 
300 g/l, poate avea un efect: inhibitor asupra “creșterii drojdiilor; "de 
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aceea se recomandă ca suplimentarea cu zahăr să se facă după faza ini- 
tialà de creştere a drojdiei, respectiv între ziua a 2-a şi a 4-a, asociată 
cu o scurtă perioadá de aerare care stimulează. creşterea drojdiilor şi 
rata de utilizare a zahărului, ca urmare a cr esteri activitátii metabolice 
a populaţiei de drojdii. 
„În condiţiile fermentatiei dirijate a mustului de sttugdri se reco- 
mandá adáugarea de culturi:pure de drojdii, astfel încît pentru: depási- 

rea numericá a.microflorei spontane sá se.adauge aproximativ 100 mi- 
lioane celule de. droite la 1 litru must de fermentat (Nudeli A..S., 1980). 

În dinamica multiplicárii drojdiilor, după faza exponențială ik sta- 
tionará de creștere, urmează o fază de declin, cu scăderea numărului de 
celule vii. Moartea celulelor de drojdii si starea de autolizá este 'dato- 
rată reducerii conţinutului de substanţe nutritive în mediu şi a surse- 
lor hidrocarbonate intracelulare '(trehaloza si glicogenul) cu: acumularea 
de substanţe. toxice (acizi grași cu Cs, Cup. alcooli s.a.). Intracelular, ca 
urmare a scăderii pH-ului și a potenţialului de.oxidoreducere la valori 
optime pentru enzimele proteolitice endogene, încep procese caracteris- 
tice autolizei, cu degradarea protidelor intracelulare inclusiv a enzi- 
melor şi astfel are 'loc o reducere a activității fermentative a drojdiei. 

Către sfîrşitul fermentatiei si mai ales în timpul autolizei, are loc 
o eliberare de aminoacizi, vitamine, astfel încît un vin lăsat în contact 
cu sedimentul de drojdie, poate fi favorabil pentru dezvoltarea bacte- 
ciilor. 

Celulele de drojdie: se diferenţiază prin rata de autoliză si prin pro- 
dusele eliberate în urma! autolizei:celularé (Fornachon J. C. M., 1968). 
we: fabricarea sampaniei, dezvoltarea gustului armonizat si a bu- 
chetului fin se realizează după menţinerea vinului pe depozit de droj- 
die timp de. 3 ani. Ca rezultat al autolizei drojdiei, după Sarisvili 
H. G., (1980) vinul se îmbogățește cu substanţe de. natură proteică cu 
gr eutàti moleculare mari cu | inflüenfá, pozitivă asupra. însuşirilor de spu- 
mare ale sampaniei. 


" Prin autolizá, pot deveni active si cistein-desulfhidraze cu elibera- 
rea de HS- care imprimă un gust neplăcut vinului. (Bidan D, 1985). 
.. După Oreschina E., 1981, formarea tonului de hidrogen sulfurat; este 
corelat cu procesul de autoliză şi este favorizat de creşterea dico tot 
lui în substanțe azotate eliberate din celule. 


4.4.3.5. FORMAREA SPUMEI IN TIMPUL FERMENTĂRII MUSTULUI . 


. Este fáyalizat de pei RAN celulelor apartinind anumitor tulpini de 
drojdii.care aderă la suprafața bulelor de CO, degajate prin fermentație 
alcoolică. După Romano P., 1987, formarea spumei stabile este contro- 
lată genetic și este datorată prezenţei unor proteine. specifice localizate la 
suprafaţa celulelor de drojdii. În practică se recomandă selectionarea de 
tulpini care să nu formeze o spumă stabilă deoarece astfel este, utilizat 
mai eficient spaţiul destinat fermentării, 
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443.6: EFECTUL PEREȚILOR CELULARI AI DROJDIILOR. - 


- În urma obţinerii: de autolizate de drojdii rezultă o fracțiune bogată 
în pereţi celulari care adăugată în must previne. oprirea nedorită a fer- 
mentatiei, actionind ca un factor de supravieţuire al drojdiilor. . 

După datele lui Lafon S. (1984), adăugarea de 0,5 g/l a unui prepa- 
rat care conţine fragmente de pereţi celulari este utilă atunci cînd: mus- 
tub are un conţinut iniţial în zahăr. ridicat, sau':conţine : substanţe chi- 
mice reziduale. Ca urmare. a structurii complexe a peretelui. celular, 
prin adăugarea în must a fragmentelor. celulare, are loc o absorbţie .selec- 
tivá a unor substanţe. toxice pentru drojdii, în special „a esterilor etilic 
ai acizilor graşi cu 8 şi: 10 atomi; de carbon în „moleculă, a pesticide- 
lor, fapt care permite meniinerea unei rate de supravieţuire mai mari 
în cadrul populaţiei de drojdii aflate în faza staţionară de creştere. 

Fragmentele parietale. (cu 18%/ proteine, 18% lipide si 95% poliozey 
nu. modifică gustul şi aroma vinului; exercită un efect de .debarasare 2 
substanţelor inhibitoare. fixate la nivelul pereţilor celulari ai drojdiei: 
vii si se separă ușor prin sedimentare (Larue F., 1987). dsl 
Lanvaud F.,:(1985) evidenţiază efectul pozitiv. al fragmentelor. celu- 

lare şi asupra , fermentaţiei malolactice cînd, ín. urma „neutralizării“ 


unor substanţe toxice, acidul malic este. mai rapid metabolizat la acidi 
lactic: . wil Scc nae P tren | E 


44.331. FACTORI DE CREȘTERE SI DE SUPRAVIEȚUIRE 
i A DROJDIILOR DE VIN. i 


În ciclul evolutiv. al drojdiilor de vin se disting:. faza de multipli- 
care, faza staţionară si faza. de declin. În cadrul fermentatiei mustului 
care în funcţie. de concentraţia în zahăr poate dura 8—40 zile, faza de 
multiplicare este relativ scurtă, '2—5 zile, perioadă in care pornind de 
la un inocul natural de 105—109 celule/cm? se ajunge la valori de 
10—10*? celule/cm?. FE 
^s Printre cauzele care pot explica: oprirea fazei de multiplicare, desi 
in must se aflá substante nutritive, sînt menţionate: epuizarea mediului 
în unele substanţe indispensabile drojdiilor, acumularea de alcool şi alte 
substanţe. cu. efect inhibitor pentru. drojdii, modificări structurale ale 
celulelor. | d TP Wë 

Practica a demonstrat că adăugarea în must a unor factori de cres- 
tere înainte de demararea fermentatiei cum ar fi tiamină 100 ug/l, pre- 
cum şi. suplimentarea unor. surse de azot. (săruri de amoniu), favori- 
zeazá multiplicarea celulelor conducind la dublarea biomasei, mărind 
astfel viteza de fermentație în cursul primei etape: Aceşti activatori ai 
creşterii nu au nici un eféct asupra celulelor de drojdii aflate în starea 
staţionară: si de declin. E l ipa 

'Laton-Lafourcade S. (1979) defineşte aşa-numiții factori "de supra- 


vietuire substanţe care adăugate in mediu pot prelungi activitatea me- 


KI 


tabolică a celulelor în faza staţionară şi menţin un- procent mai ridicat 
de celule viabile în cadrul populaţiei levuriene aflate in faza de declin- 
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Dintre : substanțele cu rol de factori: de supravieţuire fac parte ste- 
roli (ergosterol, colesterol si lanosterolul), ' acidul oleanolic . prezent si 
în ceara cuticulará a bobului de: See si hormonul. peptidie — oci- 
tocina. A. ve "meg 9 

Un anumit Ste în steroli este Niege pentru viabilitatea 
celulară; cînd conţinutul lor scade sub 0,5% din greutatea uscată a droj- 
diei nu se mai produce WE iu jar sub Dee scade activitatea 
fermentativă. 


Biosinteza sterolilor în celulă este ge Aen. prin 'aerarea adsis 
a mustului. Adăugarea în must de ergosterol 50 mg/l, care intervine ca 
regulator al permeabilitátii celulei, favorizează o mai bună capacitate de 
interschimb: a celulei cu mediul, celulele se menţin viabile un timp mai 
Age? s pot fermenta o cantitate mai mare de zaharuri. 


E 4. 3: 8. INTERRELATII MICROBIENE IN FERMENTAREA. 
©- MUSTULUI DE STRUGURI 


Pe parcursul fermentării microorganismele prezente iniţial în must, 
în funcţie de proprietăţile. lor fiziologice si de. compoziție a mustului în 
continuă schimbare, se dezvoltă într-o anumită succesiune condiţionată 
de relaţiile care se stabilesc între diferite grupe. Fermentatia mustului 
este iniţiată de drojdii asporogene, respectiv. Kloeckera apiculata in ca- 
zul mustului din struguri roșii şi culturi combinate de Kloeckera apicu- 
lata. si Torulopsis bacillaris pentru musturi din struguri albi. Iniţierea 
fermentatiei mai poate fi datorată și altor genuri de drojdii cu toleranţă . 
mică- la alcooli: Hanseniaspora si Candida (Reed CG, 1973). Drojdiile 
„Starter“ produc cantităţi mici de alcool 4—5° (K. apiculata) si fermen- 
tatia este: continuată de Torulopsis bacillaris care poate: produce prin 
fermentare 7—10?. Pe măsura acumulării alcoolului etilic, fermentația 
este susţinută de drojdii sporogene ale genului Saccharomyces; Saccha- 
romyces rosei (7—110), Saccharomyces cerevisiae. (ellipsoideus) (8—16?). 
La sfîrșitul fermentaţiei, după Saccharomyces: cerevisiae. (ellipsoideus) 
predomină Saccharomyces bayanus (oviformis), drojdie alcoolotolerantá 
care se dezvoltă activ. PR toată, ae cepe iermienitației şi poate 5 cei 
peste 18” alcool. | | 

În practica fermentatiei Kai a mustului de struguri se' initil- 
neste relaţia de izoântagonism, imai ales în condiții mai puţin favora- 
bile (o aerare insuficientă, temperaturi mai ridicate là fermentare) dato- 
rată eliberării de substanţe cu efect inhibitor ei drojdiilor care 
le-au produs. 

Un antagonism specific se manifestă între drojdiile de vin ca. ur- 
mare a capacitátii unor tulpini de a produce toxine de naturá proteicá 
(factor killer) care produc moartea celulelor de drojdii sensibile şi nu au 
efect asupra drojdiilor neutre. Dintre tulpinile de drojdii. izolate din 
mustul de struguri, aproximativ 2—39. prezintá caracterul ` killer pus 
„în evidenţă la unele drojdii din genurile Sacharomyces, Torulopsis, Can- 
dida si Pichia (Cotea D.V., 1985). Prin inocularea in must alb a tulpi 

lor cu fenotip killer in amestec cu tulpini sensibile, aflate într-un ra- 
port cantitativ: de 1/20, fermentația este produsă numai de drojdiile 
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killer care predomină în detrimentul celor ‘sensibile. Din datele lui 
Tiourina V.L., (1980) rezultă că factorul killer: este “termolabil la tem- 
peratura;de 45*C, fiind distrus in 15 minute, in schimb dupá eliberarea 
in must se poate regási in vin unde se poate conserva timp de 6 luni 
la 4°C. În selecţia culturilor de drojdii se recomandă verificarea carac- 
terului killer, deoarece drojdiile folosite. în culturi pure în vinificatie 
trebuie să fie rezistente la efectul .toxic al drojdiilor cu acest caracter 
- care pot fi prezente în mod natural în must '(v. Biologia $i tehnologia 
drojdiilor vol I, 1989). D Sir Go m n EE es. 
-` . Un.antagonism biochimic se poate observa si inire. drojdii si alte 
microorganisme. (bacterii, mucegaiuri) care au. fost; prezente pe struguri 
și au ajuns in must. Astfel, Torulospora: utilis are. acţiune :antagonică 
asupra bacteriilor Gram-negative, iar Rhodotorula. produce substanţe cu 
efect antibiotic asupra lui Aspergillus niger. În mustul provenit din 
struguri mucegáiti, poate fi prezent antibioticul botrioticina care poate 
fi inactivat în prezenţă de SO, şi prin încălzire la 120%, cu efect inhibi- 
tor asupra creșterii si inmultirii drojdiilor- (Ribereau-Gayon, 1970). 


45. CULTURI DE DROJDII DESTINATE VINIFICATIEI DIRIJATE d 


În industria.vinului, spre deosebire de alte. biotehnologii, in mustul 
-obținut dn strugurii. sănătoși,: aflaţi la maturitatea tehnologică, fermen- 
tarea demareazá rapid fără a fi necesară introducerea suplimentară a 
a-unor culturi starter. . ux Em 

Folosirea acestor culturi este avantajoasă în următoarele. cazuri: 

.— cînd fermentația decurge lent, ca urmare a numărului scăzut de 
drojdii pe strugurii spálati de ploi, sau cînd mustul obținut din struguri 
miucegáiti este tratat cu doze crescute de SOs; —. . irt 

:— cînd fermentația se desfăşoară la temperaturi scăzute; 

.' — pentru fabricarea vinurilor spumante; toat" 

. — fermentarea la rece a vinurilor roșii (Harrison, 1970). 

“Ca urmare a colaborării între. geneticieni,: biochimisti. și tehnologi, 
în ultimul timp au fost obţinuţi mutanţi ai drojdiilor. de vin, cu anumite 
` performante: astfel, F. Vezinhet (1981) enumeră printre calităţile dobin- 
dite de diversi mutanţi:. ee t y iE kl 
^. — capacitatea de. fermentare a mustului cu: 300 g/l zahár;. ` 

— separarea rapidá la sfârşitul. fermentatiei prin floculare; 

— toleranţă superioară la alcool şi; capacitate de a forma peliculă 
pe vin cu 17,5? alcool; Ze | îti eo 
|. —.capacitatea de fermentare. la 10...12?C, calitate. , importantă 
pentru țări cu temperaturi mai scăzute; —. A "cv 

— producerea în cantități reduse de SO»... ' 

. . Existá cercetări de introducere în drojdia de vin a unor gene din 
Leuconostoc oenos în scopul degradării fermentative a acidului malic. 

-Cercetările de selecţie şi obţinerea de mutanti cu calităţi: superioare 
drojdiilor naturale au condus în. ultimii ani la. extinderea practicii de 
inoculare a mustului cu drojdii de vin selecţionate, la începutul vinifi- 
cării şi în condiţii speciale care: se pot ivi în producţie. Pentru a fi efi- 
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cientă metoda, inocularea trebuie 'să se facă cu culturi pure: sau culturi. 
mixte bine adaptate la mediul în care se vor dezvolta si cu introducerea 
unui număr mare de celule viguroase încît să domine activitatea droj- 
diilor prezente natural in must. 
“Prin fermentarea mustului cu! culturi pure: Se^ obti următoarele 
avantaje: i 
—`mustul fermentează rapid, are ve fermentarea completă a zaliă- 
rului fără o spumare intensă; 
— se formează o cantitate de — cu 0 At mai mare decît în 
fermentația naturală; 

— vinul conţine mai puţin acizi volatili, se im eye di mai Pech 
este mai rezistent la alterări în timpul păstrării, 

După Nudeli AS si Korotkevici AV (1988) sînt. recomandate în vini- 
ficatie în calitate de culturi pure, următoarele grupe de drojdii: 

1) Drojdii pentru vinuri albe, grupă in care sînt incluse toate tulpi- 
nile de drojdii — culturi pure care se dezvoltă optim în musturi de 
struguri copti, se înmulţesc rapid, fermenteazá complet zahărul, sedi- 
menteazá uşor si au efect pozitiv asupra calităţii penu prin inhibarea 
micr oorganismelor nedorite. 

2) Drojdii pentru vinuri roşii — cu calități similare drojdiilor Beat 
vinuri albe si în plus să fie eer se la Deng, bed ridicate în substanțe 
tanante și substanțe colorante. 

3) Drojdii alcoolrezistente — tulpini "t tcd Haroftugdes bayanus 

(oviformis) care SP înmulţesc activ: în prezența unor “concentraţii mai 
mari de'alcool. 

-. 4) Drojdii pentru ` obţinerea. sampaniei care . sint 'aModldrazistente 

“pot: produce- fermentatia la presiuni ridicate de. CO,, care să producă o 

spumare stabilă si persistentă, să se depună uşor fără să adere Ja pereții 

sticlei (metoda Champenoise). i 

5) Drojdii sulfitorezistente — tulpini adaptate prin cultivare pe must 
cu concentraţii din ce în ce mai mari de SO;, care ote iP ite fermen- 
tarea mustului cu 150—200 mg/l SO,. 

6) Drojdii termotolerante sau drojdii criofile care: pot a: fer- 
 mentatii la 30. . 95? si respectiv la 4.. . 10°. 


T) Drojdii. Xeres formatoare de E în prezența aerului prin 
cultivare în vin cu formarea substanţelor de aromă tipice. 


"481. ETAPE IN PREGATIREA CULTURILOR DE PRODUCȚIE | 


După selectionarea si adaptarea drojdiilor in cadrul institutelor de 
cercetare sau în laboratoare ale centrelor de vinificatie, culturile pure de 
drojdii în eprubete cu must de struguri steril, se pot păstra la LO 
timp de 6 luni, cînd se impune repicarea pe mediu proaspăt. Păstrarea 
zale,” se a face si sub formá zm pnm uscate sau drojdii lio- 
i izate. 


Pentru folosirea in producţie, sura de la cultura pură se asigură 
creștăiiza progresivă: a. numărului de celule prin inoculare în' cantităţi 
crescînde de must de struguti steril. În faza de laborator se face: transfer 
de celule in 500 ml must sterilizat, apoi în volume de 3 1, 10 l}, 20-1; cu 
E 
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termostatare la 25...28*C cu transvazare în etapa de fermentație. ac- 
tivá, tumultuoasă. În faza de producţie, înmulţirea celulelor se reali- 
zează' în tancuri cu capacitate de 300—350, 1 sau aparate. de multiplicare 
-a drojdiilor, cu funcţionare discontinuă sau continuă, alimentate Cu 
must. steril. Maiaua de producţie (care contine celule, active din genera- 
tia a IV-a sau a V-a) se introduce in must în cantitate de 2—39/, v/v si 
chiar 1%% în-a doua jumătate a campaniei: de vinificatie, astfel încît să 
predomine numeric asupra microflorei spontane, şi să asigure creşterea 
rapidă a concentraţiei în alcool peste 4%, inhibind -astfel dezvoltarea micro- 
organismelor străine. pe 


4.522. FOLOSIREA DROJDIILOR USCATE ÎN. VINIFICATIE. 


în vinificaţia modernă, în diferite ţări se folosesc culturi. de drojdii 
uscate active, care sînt mai simplu de folosit în practică; (este exclusă 
introducerea în must o dată cu celulele şi a lichidului cultural care con- 
. ține produse de metabolism ale. drojdiei) şi au o bună conservabilitate 
în timp (Avakianţ S. P., 1986). iute BR 
-.Drojdiile uscate sub formă de pulbere coniin..Ín general 1:10% — 
5.1010 celule pe gram pulbere, cu 7—89/:; umiditate, din care 5—100% 
ip ep e active, procent corespunzător unei: concentraţii de 5-10*.— 
5-1019/g. SEM. d uo 1 i 
Drojdiile uscate active dau bune rezultate:la ferment 


“dulci, la fabricarea vinurilor spumante pentru vinificatia in roșu, avînd 


drojdie în apă la 35... 40°C sau în apă cu must pentru evitarea. șocului 
osmotic. : LA pala dë ub d ami «1 76 

În funcţie: de rezistenţa la condiţiile de uscare se pot obţine culturi 
de drojdii uscate active aparţinînd diferitelor. tulpini: de drojdii. de vin 
(Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces bayanus) şi in perspectivă ob- 
tinerea de culturi mixte (P. Bidan, J. Mangenet, 1981). erg M 

. Perspective de folosire a  drojdiilor imobilizate. Pornind de la ideea 
cá productivitatea si performanţele. enzimelor sau microorganismelor în 
stare imobilizatá Sint superioare, Davies Ch. (1981) subliniazá avantajele 
utilizării drojdiilor imobilizate in anumite cazuri particulare de vini- 
ficatie. Astfel, prin imobilizare adecvată, enzimele au o stabilitate crescută, 
avînd ca efect prelungirea duratei de folosire, funcţionarea continuă, 
extinderea domeniului de temperatură sau pH. 


„Este recomandată imobilizarea celulelor. de microorganisme cînd 
acestea conţin enzime. a căror activitate nu depinde de prezenţa cofactori- 
Jor, cum ar fi enzimele pectolitice, proteolitice, glucozoxidaza, glucanaze, 
care îşi găsesc multiple aplicaţii în oenologie. - | PES dle. 

Prin folosirea drojdiilor selecţionate, imobilizate în alginat, se poate 
elimina etapa de remuaj la fabricarea șampaniei. Extinderea celulelor 
imobilizate în oenólogie este condiţionată de eficacitatea metodelor de 
imobilizare şi alegerea unor. polimeri de incluzie mai rezistenți la factorii 
de mediu. . OA TEA i M obs cu 
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. 4.6. PROCESE METABOLICE ALE DROJDIILOR UTILIZATE - 
y: j “ÎN VINIFICAȚIE sta: | 


4.6.1. FERMENTATIA ALCOOLICĂ 


Fermentatia alcoolicá este un proces biochimic de oxido-reducere, 
anaerob, prin care, sub actiunea echipamentului enzimatic al drojdiilor, 
zahărul fermentescibil.al mustului de struguri este metabolizat. în alcool 
etilic, CO, produse secundare si o cantitate de energie (înmagazinată în 
2 moli ATP/mol glucoză) consumată pentru biosinteza de novo a compu- 
şilor celulari ai drojdiilor vii. —— ^. T^ | Det Mr 

În funcţie de condiţiile de fermentare, chiar în cazul folosirii. acele- 
iași tulpini de drojdie, pentru obținerea unui grad alcoolic pot fi nece- 
sare cantităţi între 15,7 si 19 g zahăr/l must, deci cu variaţii între +10% 

faţă de valoarea medie de 17 g/l/grad. y bác 

În afara alcoolului etilic, prin fermentatie, in vin se acumulează și 
alte produse din metabolismul hidrocarbonat si azotat al drojdiei, ce con- 
tribuie la formarea „aromei secundare“ de fermentație care împreună cu 
„aroma primară“ dată de compușii aromaţi ai soiului de struguri alcá- 
tuiesc precursori ai. buchetului caracteristic al vinului- (Evanghelos Sou- 
fleras, 1981). “ - ut usc dra 

Sub acţiunea complexului zimazic al drojdiilor, în componenţa căruia 
au fost identificate 12 enzime, zahărul din must, după absorbţia în celule 
Si formarea esterilor fosforici, este transformat în primul stadiu în: alde- 
hidă fosfoglicerică, apoi, în stadiul al doilea, prin reacţii de oxido-redu- 
cere şi: eliberarea cuantificată a energiei potenţiale se formează 2. moli 
ATP/mol trioză si produse principale ale. fermentaţiei, respectiv CO, 
prin decarboxilarea acidului piruvic şi alcoolul etilic prin reducerea alde- 
ANAL S ces in prezenţă de alcool-dehidrogenază (fig. 89) (Konovalov, 

În timpul fermentării mustului, în funcţie de'corela(ia care se sta- 
bileste între procesele de respiraţie (exergonice) si cele de fermentatie, 
se degajă o cantitate importantă de căldură care poate să oscileze între 
981 si 929 kJ/kg, încît se impune menţinerea temperaturii la fermentare 
în intervalul: Eo z ! | 

— 14...20*C pentru vinuri albe de masá; 

| — 20...22?C pentru vinul destinat șampanizării; | 

— 25...28?C pentru vinuri albe obișnuite (B. S. Găină, 1982). 

Pentru evidenţierea caracteristicilor cinetice ale procesului: de trans- 
formare a zahárului in etanol si CO, au fost efectuate o serie de expe- 
riente de fermentare a mustului de struguri in conditii de regim izoter- 
mic. Din datele experimentale se evidenţiază în ciclul complet de fer- 
mentare 3 etape distincte: — ` INE LL. 

— etapa de acumulare:a biomasei cînd fermentatia este redusă; 

. — fermentația principală, în care este fermentată aproximativ .80% 
din cantitatea. de zahăr iniţială; | rm 

— fermentația secundară. ^ | A 

Consumul de zahăr in prima perioadă de fermentație este in medie 
de 20%. -Cea'mai mare viteză de fermentație se observă! în intervalul in 
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care concentraţia de zahăr. se reduce de la: 859/9 la 1959/9 din cea iniţială. 
Aproximativ jumátate din cantitatea iniţială a zahărului din must este 
fermentată într-un interval de timp care reprezintă 50—55% din durata ` 


totală a fermentaţiei. Micsorarea vitezei ES dermegalie se observá god 


| Giucoză x P Glicogen „Amidon“ 
` Glucoza 1-tosfat 
„ATP ; yz". 
STADIUL I 
Nd , Gatactoza Lé tu mmm (hat 
-| Transtormare eee iiae Glu 6-t 
zaharuri simpie | M9^020 uero id dar a 
în aldehide | -Pentoze — i 
fosfogliceri cà im bi Fructozo B-Tosiot 
Consum de ATP E31. ! b 
"m ; Fructozo 1,6-fosfat 
“Aldehidă “3 P- glicerică . 
2 NAD? -— 
Acid 13 P-gliceric (2) 
| STADIUL UI - i | 2 ADP e 2NAD+ HI 
Reactii de oxido - - i. | E | 
reducere. PS [t 1 s 
Eliberare de : | Acid :3 P-gliceric (2) 
„energie. Si " £ 
formare de ATP Acid 2P- gliceric (2), 
" Acid. tostoenoi piruvic (2) 
— E 240 ^D —— 
12 ATP — - 


Acid piruvic | (2) 


"Aldehidü acetică 


else etilic 


Fig. 89. Stadii ale fermentatiei alcoolice Se 1900). 


cind in mustul de fermentat concentraţia zahărului: rezidual, „este. egală 


cu 2—30/ (Streltov, 1976). 


Prin studiul cineticii fermentajiei unui must id struguri cu 150— 
188 g zahár/l, în domeniul de temperaturi 15... 35°C, cu cultura de Sac- 
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“charomyces cerevisiae (vini) Verdţev S G., 1987, :stabileşte cá pentru 
obținerea unor vinuri de bună calitate procesul de fermentație trebuie să 
fie condus la. valori de temperaturi. cuprinse între. 15 si 25°C. În acest 
interval de temperaturi coeficientul K; care exprimă randamentul de 
alcool obţinut în 24 de ore se poate-calcula, în funcţie de timpul de fer- 
mentatie, cu relatia: 

Ke Ge " 
à Sagi Sa 


in care: K; reprezintá randamentul. în alcool. obținut în 24 h (g aleool/g 
zahăr); "d — concentraţie in alcool după n zile de la începutul fermenta- 
Hei (ei: Payı — concentrație în, alcool după (n4-1) zile de fermentație; 

— concentraţie în zahăr (g/l) după n zile de la începutul fermentatiei; 
E 4 — concentraţie in zahăr (g/l) după n+1 zile de fermentație. 

În condiţiile experimentate se constată că randamentul în alcool/zi 
este relativ constant si are o valoare medie, K.—0,5544. 

Pe baza datelor obţinute se propune un model cinetic al fermentárii 
mustului de struguri cu Saccharomyces vini care permite atit descrierea 
mecanismului de fermentatie cît si cea a etapelor de creștere a culturii în 
funcţie de temperatură si compoziţia mediului. 

Ecuațiile cinetice pentru fermentarea cu Saccharomyces. cer evisiae 
(vini) se pot scrie astfel: l 


MT d ny 
at Ha 
"AS 

CNE 
dt Hs 
dP 48 
UE es cra ES 
dt ud zt. 


in care; X reprezintă concentraţia ` celulelor de drojdie, mii/mm?; S — 
concentraţia în: zahăr, g/l; P — concentraţia în alcool, g/l; ps — viteza 
specifică de creştere, zile- 1; Ms — viteza specifică de utilizare a, Gëbäeaha 
(mii/mm?)-1-zile^1-(g/1); &,—0,5544 g alcool/g zahăr. 

Cresterea celulelor de Saccharomyces cerevisiae (vini) in GN de 
struguri este inhibatá de cantitatea de etanol care se formeazá prin fer- 
mentatie. Actiunea inhibitoare a etanolului asupra vitezei specifice de 
„creștere se poate exprima prin. relaţia stabilită de Ierusalimski:: 


ET CS 
Apt+P 


în care: Mg repre Anti viteza specifică de creştere cînd. în mediu este ab- 


sent etanolul; "e — viteza specifică de creştere a biomasei în faza de 
asimilare; K, - — constanta care reflectă intensitatea efectului de inhibare 
produsă de către etanol, g/l. 

În acelaşi mod se poate exprima, viteza specifici de creştere a droj: 
diei in absenţa biomasei aflate in faza de dezasimilatie. 


. ha Les quss Tm 
EEN SSE Kutpi 
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unde: umar reprezintă viteza maximă de creştere, zile”1;: Ks, K; —/con- ` 
stante care reflectă inhibarea produsă de zahăr, g/l. l yi 


- Folosirea zahărului de către. drojdii se poate exprima prin relaţia: 
Us Us sia | 
in care: «, reprezintă coeficientul. care caracterizeazá intensitatea proce- 
selor de metabolism (g/l): (mii/mm?) :zile-1; B, — coeficientul de asimi- 
lare a zahárului pentru cresterea de biomasá (g/1)  (mii/mm?)"!.. 
Pentru descrierea fazei de dezasimilatie a biomasei se propune 
ecuaţia: IUE 
i I" b/ EM t KL ` r ` 
H= ua Să 


în care: K —constantá. 


Prin calculul constantelor cinetice, in condiţiile experimentului, în 
funcţie de temperaturá, s-au obținut următoarele date: 2 


paas awila sq BENS Attert: shit 


K; 43,5 ba 65,7 

Kı 525,3 Tom 956 - 122,4 

KJ 58,8 58,8 e 588 

K | 0,000668 ^. 0,00062 . 0,00098 

fioi d 0,052  - y 0,067 0,081 

P. 0,0069 0,0034 0,0002 
E. 0,5544 b 0,5544 | 0,5544 


ir KEE pri MEM 


În funcţie de valoarea constantelor cinetice se pot determina para- 
metrii dependenţi de temperatură si se poate aplica modelul cinetic Den: 
tru' descrierea procesului de creştere al drojdiei Saccharomyces cerevisiae 
(vini) la fermentarea mustului de struguri. Aw $ | 
- Formarea produselor secundare în fermentația alcoolică: Prin meta- 
bolismul. hidrocarbonat si azotat al drojdiilor, alături: de produsele prin- 
cipale se formează numeroase produse “secundare ín concentrații care 
diferă în funcţie: de compoziția mustului, natura drojdiilor, condiţiile de 
fermentare (f, pH, rH sai Principalele produse secundare: glicerolul, 
alcoolii superiori, aldehida acetică, alte aldehide şi cetone, acizi şi esteri 
contribuie la formarea gustului și aromei vinurilor. În must se acumu- 
lează glicerol aproximativ 2,5 g pentru 100 g zahăr fermentat, încât in 
must cu 249/, zahăr: se.poate acumula. 0,4—0,77%/, glicerol.. 


.,. La fermentarea mustului de struguri, alcoolii superiori într-o pro- 
porte de 750%% rezultă din transformarea zahărului şi 25% din dezamina- 
rea oxidativă a aminoacizilor. În vinurile de masă alcoolul izoamilic, pre- 
- zent. în concentraţii de aproximativ 300 mg/l, contribuie la formarea 
aromei. Un interes deosebit îl prezintă formarea alcoolului fenil etilic 


din B-fenol alanină cu rol în formarea aromei, care poate fi sesizat chiar 
în concentraţii de 5—74 mg/l (Reed G, 1973). 
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. În fig. 90 se evidenţiază căile de formare a alcoolilor superiori. La 
maturarea vinului cantitatea de alcooli superiori creşte cu 10—209/, ajun- 
gînd la concentraţii de 60—90 mg/l. 

Aldehida aceticá se acumuleazá mai ales dupá 2—3 zile de fermen- 
iatie în concentraţii care variază între 1,5 şi 2,9 mg/100 ml, doza limită 
de la care începe să influenţeze negativ gustul fiind de 2,5 mg/100 ml. 
În vin se mai pot forma si alte aldehide cu 2—12 atomi: de carbon, în 
cantităţi care crese o dată cu concentraţia în substanţă uscată a mustului. 

În funcţie de natura drojdiilor, cantitatea de biomasă inoculată si 
temperatură, în mustul fermentat se pot forma acetoina si diacetilul, mai 
ales în condiţii de aerobiozá, în prima etapă a fermentatiei principale 
intervenind ca intermediari in biosinteza valinei necesară în sinteze celu- 
lare. La invechirea vinului are loc reducerea diacetilului pînă la 90% din 
cantitatea formatá (Konovalov S. A., 1980). 

"În vin se formează si acizi volatili dependent de specia de drojdie 
predominantá, in cantitáti ce variazá intre 10 si 280 mg/l. În afara aci- 
zilor prezenţi in must (acid malic, acid tartric, citric) prin fermentație se 
acumulează acid piruvic (10—26 mg/l), acid a-cetoglutaric (9—119 mg/l), 
acid acetic, acid lactic etc. 7 ami | 

În mod indirect, acidul a-cetoglutaric influenţează calitatea vinului, 
deoarece are capacitatea de a lega SO,, reducîndu-i efectul conservant si 
antioxidant. De aceea se recomandá folosirea de drojdii selectionate care 
să producă puţin acid a-cetoglutaric, iar fermentația să se desfăşoare la 
pH acid (la pH=—3. cantitatea de acid a-cetoglutaric a fost cu 44% (faţă 
«de cea formată la pH=—4,2) (Rankine, 1968); Formarea esterilor poate avea 
joe pe calea enzimatică si în absenţa celulelor intacte, influentind favo- 
„rabil aroma. Cantitatea de esteri exprimatá in etilacetat, in vinuri, este 
„de 200-—400 mg/l. La creșterea concentraţiei de etilacetat vinul capătă 
gust de alterat. S | 

Prin studiul cromatografic al alcoolilor superiori si esterilor formati 
la fermentarea mustului cu monoculturi st culturi mixte de drojdii, 
«Ciceasvili N. P. (1979), arată cá Saccharomyces cerevisie formeazá o can- 
titate mai mare de esteri decit Saccharomyces uvarum si sintetizeazá piná 
la 0,32 mg/l izoamilacetat. Prin fermentarea cu Saccharomyces vini, s-a 
format o cantitate mai mare de esteri (etilacetat, etilcaproat) şi cea mai 
mică cantitate de etil lactat. Cantitatea de esteri si alcooli superiori în 
fermentația cu culturi mixte a fost mai mică decit in cazul folosirii nu- 
mai a drojdiei Saccharomyces vini. T.ELA 

. Rodopulo' AK, 1987, fermenteazá acelaşi must cu 4 specii de drojdii 
și urmăreşte capacitatea de formare a aromei prin determinarea a 5 grupe 
de constituenți, incluzind 12 alcooli, 31 esteri, 16 acizi, 7 aldehide, 8 
terpene. kA t LN s: € 7 €^ 
Capacitatea de formare a aromei este accentuată la Schizosaccharo- . 
4myces pombe care produce mai puţin alcooli superiori decît Saccharomy- 
ces cerevisiae, dar care sintetizează mai multi esteri si terpenoizi; pe locul 
doi se situează Saccharomyces vini si Saccharomyces baillii, si pe ulti- 
mul loe Saccharomyces cerevisiae. ^ 

Dupá M. E. Guerzoni (1985), majoritatea substanţelor de aromă care 
se formează în timpul fermentatiei constituie produse rezultate din me- 
+abolismul azotat al drojdiilor și, privită din punct de vedere al metabo-. 


333 


(2967 Wu (Sg 18 pa nnns op minisnur eHejuauLlog uj EIER Se e oleutloj op WI 06 214 


DUuiona" A i E : 


Jue. 


-. 9]ujD-u ]005|V FERE A ECHTE i 
Eg x5 934 ^ Luc Rack 
jonas onofader —Ó— DPItePID /S|DAOZ| —- UE? 3004d2!x0qa02- g - IXOJDIH ?O 


"E^ ptn mem - g- 1x0 qJ097 d 
Io gien 


„1X0q.02 g Pie WT jos voo-mex A] 
opgeet. joooly »Innq-u GC Ec 4 - BPIYaPIDID JNN- ETF 1012/04032 50 


3 


vi Y 1 023|DAixoqj2- -d- Deen » 
yBododozi IXOJplu: d ` DPIUBPID . LE 
` ÁX00102- -g /(- 3)020nqoz| 


yoz: iJ9DAKOJpIU- gg 
yog- maay : l 


-10J8|DAOZI : 


BUBA. z 10381040210339 D»  remup- d —— Eu dux 


i1DAnutd y 
| e | EA | 
g. ZE D21132D Dpluapiv 
ibJa|DA]RaUu - E. jDunnq E E: : Az i Y ke a : : 
T SH r OC. m X 


02* 


.DPIUSpiD - Danga Bormdoud-u pruaplvy 


nl "MIR —O. 
Oliv 10021v 


"SridoUg-N 
10021v 


lismului energetic, formarea lor poate fi o consecinţă a unei coordonări 
imperfecte a activității enzimelor implicate în aceste procese biochimice. 
Formarea componentelor de aromă poate fi partial controlată prin con- 
ducerea procesului de fermentare si folosirea de drojdii de vin selectio- 
nate si este dependentă de compoziţia mustului. . 


4.6.2. FERMENTATIA MALO-LACTICĂ PRODUSĂ DE DROJDII 


În scopul reducerii acidității vinurilor, în tehnologiile actuale se folo- 
sesc metode chimice, fizico-chimice si biologice. Dintre metodele chimice 
se aplicá tratarea cu 'sulfat de calciu si separarea sărurilor depuse; printre i 
metodele fizico-chimice se citează folosirea schimbătorilor de ioni şi pro- 
cedeelor de electrodializă iar în cadrul metodelor biologice — fermen- 
tarea malo-lactică produsă de: bacterii lactice, fer mentatia malic-alcoolicá 
produsă de Schizosaccharomyces acidodevorax si fermentatii cu culturi 
mixte prin cultivarea concomitentă a bacteriilor lactice și drojdiilor de 
. vin (Gáiná B. , 1982). 


dată de acidul malic, se băi folosi culturi pure de UE por n. 
myces acidodevoratus care fermentează acidul malic concomitent cu uti- 
lizarea unor mici cantităţi de zahăr. În experimentări de inoculare a droj- 
diilor, în concentraţie de 4-109/ml in must fermentat cu 5—6% zahăr 
rezidual, Kiscovskaia S. A. (1980, 1981) observă o reducere a acidității 
după 2 zile iar procesul fermentativ este finalizat după 10 zile. Reduce- 
rea acidității are loc. optim la temperaturi mai mari de 20? (optim la 
28*C) în must în care cantitatea. de SO, nu depășește 150 mg/l. Asimila- 
rea acidului malic liber este maximă la pH mai scăzut si nu se mai pro- 
duce la pH —5 (Ribereau Gayon şi E. Peynaud, 1970) (fig. 91). 

S-a constatat că tulpina de drojdie folosită în fermentație poate avea 
un efect diferențiat asupra creşterii bacteriilor malo-lactice .(Fornachon 
J. C. M., 1968). În afară de efectul inhibitor al alcoolului, unele drojdii 
pot produce asupra inmultirii bacteriilor lactice si alti factori inhibitori. 
Cînd vinul este lăsat mai mult pe drojdie, ca urmare a eliberării prin 
autoliză a unor substanțe utile dezvoltării bacteriilor, influenţa inhibi- 
torilor se reduce mult. Unele drojdii în urma reducerii parţiale a acidi- 
tátii din vin, ca urmare a eliberării unor factori de creștere, stimulează 
declanșarea spontană a fermentatiei malolactice produsă de bacterii. 

Cercetări recente (Kvasnikov E. L, 1987) au evidenţiat importanţa 
aplicării de culturi asociative de bacterii (Pediococcus pentosaceus, Leu- 
conostoc oenos) si drojdia Saccharomyces cerevisiae, în raport 42—44% / 

48—510/,/10—59/, pentru reducerea acidității. Culturile asociate, au 
determinat o scádere a acidității titrabile, cu .disparitia acidului malic 
fără să se reducă conţinutul în acizi volatili. Comparativ cu utilizarea in 
monoculturi, culturile asociate s-au adaptat mai- bine la aciditatea me- 
diului; ca urmare a sintetizării vitaminelor: din grupul B, a fost influen- 
tată pozitiv fermentația acidului malic. În aceste condiţii, s-a produs scă- 
derea acidității titrabile a vinului de la 11 g/l (pH —3,2) în timp de 12 zile 
la valori de 6,3 g/l (pH. —3,45) cu îmbunătăţirea calităţii vinului. Folosirea 
drojdiilor în scopul reducerii acidității vinurilor este avantajoasă deoarece 
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'acestea sînt mai rezistente la SO, şi grad alcoolice decit bacteriile malo- 
lactice şi nu produc degradarea. acidului tartric. 

Extinderea folosirii drojdiilor uscate în vinificatie permite. aitilizirfe 
unor culturi de drojdii selecţionate care-să producă fermentarea alcoolică 
a acidului malic pînă la obţinerea -nivelului de aciditate dorit, şi să nu 
. formeze produse secundare care să influenţeze calitatea vinului. | 

Se: stie cá specii apartinind genului Schizosaceharomyces (Schizo- 
saccharomyces `: pombe, Schizosaccharomyces malidevorans) au putere 
alcooligenă. ridicată, sulfitorezistentà, in schimb pot produce, eliberind 
în mediu, cantităţi mari. de 3-etoxi-propanol şi acetil metil carbinol 
(Cotea D., 1985). 

În practica vinicolă, în vinuri cu aciditate: ridicată, este favorizată 
declanşarea spontană a fermentatiei malo-lactice, sau se face inocularea 
cu. culturi. de bacterii lactice. :(Lactobacterium "plantarum, Lb. brevis, 
Pediococcus pentosaceus, Leuconostoc oenos) care pot transforma acidul 
malic, în acid lactic, dar pot să. producă si degradarea acidului tartric la 
acid lactic, acetic, succinic, CO, proces asociat cu pierderea calităţii: vinu- 
lui (Carr en G., 1983). Spre deosebire: de drojdii, bacteriile malo-lactice 
sint sensibile la concentraţii de 10—30 mg/l SO, liber, la pH acid (mini- 
mum 2,9) si la concentraţii în alcool mai mari de 11—13*/, in schimb, fer- 
mentaţia se poate controla uşor prin sulfitare, pasteurizare, tratamente de 
limpezire, adăugarea de acid fumaric 0, 6 gh, Cu: gest bactericid la Tix 
acid. 


:4.6.3. METABOLISMUL SULFULUI LA DROJDII ` 


Pentru crester ea şi reproducerea dr ojdiilor de vin, este necesară exis- 

tenfa în must a unor surse asimilabile de sulf, cum ar fi sulfatii și a unor 
cantități mici de biotină, tiaminá. Majoritatea drojdiilor mai pot “utiliza 
ca sursă de sulf si metionina, in timp ce cistina. şi cisteina, cu o „permea- 
bilitate redusă, sînt greu asimilate, În absenţa biotinei se .poáte produce 
o inhibare a fermentaţiei glucozei si fructozei, o reducere în biosinteza 
acizilor grași cu Cis si dereglări ale biosintezei. acizilor, nucleici. Datorită 
faptului că mustul conţine cantități suficiente de biotină şi tiaminá, în 
practica vinificatiei, aceste dereglări nu au loc. În compoziţia chimică a 
drojdiilor de vin, sulful” poate. să reprezinte 0,2—0,9/ din greutatea uscată 
a acestora, deoarece. intră în structura protidelor şi a unor cofactori en- 
zimatici (biotină, tiamină, acid lipoic Sal Din “cantitatea de sulf total,- 
.1,3—30/ il repr ezintă forma anorganică a sulfului (sulfați, sulfiti, sulfuri) 
(Bidan P. şi Collon V., 1985). 
În urma metabolizării surselor asimilabile de sulf în celula de droj- 
die are loc reducerea sulfatilor la sulfi(i si HS, care este folosit pentru 
biosinteza aminoacizilor cu sulf. De exemplu, cisteina se formează din 
serină în prezenţa serin-sulfhidrazei conform reacției: 


-COOH | | Sue? 


CHOH ` , nen 
Serină : Cisteiná ` 
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-În funcţie: de tulpina de drojdie si: de compoziţia; mediului si anume. 
de concentraţia în sulfați si compuşi organici. eu sulf, se poate elibera 
H»S în mediu. T IEN itoh iri fab 
| . Astfel, din.cisteiná, prin. eliberarea de HS. ae formeazá acidul «-ami- 
noacrilie care poate forma, după izomerizare, acid piruvic. si.amoniac: 


CH>—SH CH, CH CHs 
a CH—NH, —— HS C—NH; “izomerizare , quu. e H;0-CO--NH; E 
„COOH ` _COOH ` COOH COOH 


Acid. r.i 
«-aminoacrilic | 

De asemenea, prin - dezaminarea  cisteinei se poate - forma acidul 
&-mercaptopiruvic, cu formare de acid piruvic și sulf elementar (S;) care 
poate fi redus la HS in prezenţa. glutationului, donor de hidrogen. For- 
marea de HS poate avea loc si prin reducerea sulfului elementar: prove- 
nit din tratamente cu fungicide ale strugurilor si din tratamente aplicate 
butoaielor sau. sulfului acumulát intracelular de către drojdii. NN 
În cursul conservării vinului pe drojdie, în urma autolizei sub actiu- 
mea. unei cistein-desulfidraze care acţionează asupra compuşilor nevola- 
tili cu grupe SH- se poate forma H;S, cu influenţă negativă asupra cali- 
tátii vinului, ca urmare a formării de etil mercaptan ce imprimă un: gust 
și miros nedorit. pi N Ug gs 

Ciofli G.:(1985) constată 'că 'drojdiile care nu produc HS, au ten- 
dinta de a produce aldehide în cantități mari, proprietate de care trebuie 


sá se tiná seamá la selecționate. A" J w cii Ur cL PS 
. ,Prin metabolizarea compuşilor cu sulf, drojdiile de vin. pot să pro- 
ducă, în funcţie de specie si indiferent de capacitatea lor alcooligená, 
10—80'mg SO,/l în must nesulfitat, la sfîrșitul perioadei de fermentație 
ER Wa he Et ur Pa Moe E EY 
In tehnici'de vinificare in care se urmărește reducerea de GO. ca 
de exemplu la obținerea vinurilor seci pentru diabetici, în care SO, liber 
nu trebuie să depăşească 25 mg/l (Zimmerman F. E. 1987), se urmăreşte 
selectionarea de tulpini cu calităţi corespunzătoare care să nu producă 
mai mult de 20 mg/L SO, si maximum 60 mg/l aldehidă acetică (Cuinier 
C., 1985). Pentru stabilizarea vinurilor tinere, în scopul prevenirii casării 
oxidazice, se pot folosi culturi de drojdii care produc pînă la 80 mg SO,/l 
în timpul fermentatiei, concentraţie care opreşte procesul, de casare. Deși 
prin testarea a 1700 tulpini de drojdii, numai 2 tulpini au avut aceste 
proprietăţi, prin utilizarea lor în vinificatie se poate elimina operaţia de 


sulfitare (Suzzi G., 1985). 


4.7. INFLUENȚA FACTORILOR TEHNOLOGICI ASUPRA DROJDIILOR, 
LA FABRICAREA VINURILOR ALBE ȘI ROȘII 


Drojdiile de vin cu calităţi biotehnologice superioare reprezintă doar 
unul dintre numeroșii factori care condiționează calitatea vinului. Valoa- 
rea drojdiilor se poate pune în evidenţă numai dacă celelalte etape ale 
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procesului tehnologic se desfăşoară în condiţii optime, favorizante pen- 
tru activitatea metabolică utilă a acestora. 

Urmărind schema de operaţii în -vinificare- (fig. 92), în prima etapă 
operaţiile sînt comune pînă la obținerea mustului și au drept scop eli- 
berarea sucului dulce concomitent cu trecerea în must a drojdiilor com- 
ponente ale microflorei epifite a boabelor. În funcţie de tipul de vin ce 
trebuie realizat, mustul este supus unor tratamente prefermentative, și 
sînt create condiţii favorabile pentru activitatea fermentativă a drojdii- 
lor. Dupá tragerea vinului de pe drojdie, continuá procesele biochimice si 
fizico-chimice de formare ale aromei si buchetului caracteristic, ca urmare 
a reacţiilor ce au loc între diferite substanţe prezente în must sau for- 
mate prin fermentarea zahărului, în procesul de nutriţie al drojdiei sau 
eliberate prin E we Principale operatii in vinificare sint descrise ín 
continuare. 

Recoltarea Moe uitati fg funcție de (categoria de vin ce urmeazá a 
fi produs, recoltarea strugurilor se face la diferite grade de maturitate, 
si anume pentru vinuri folosite pentru distilare -și producere de coniac, 
strugurii se culeg înainte de maturitatea tehnologică, iar pentru vinurile 
dulci la stadiul de postmaturaţie. Culesul strugurilor durează 20—30 
zile si este. condiţionat de starea de maturitate, starea de sănătate a stru- 
gurilor şi condiţiile economice. 


În momentul recoltárii se realizează si sortarea strugurilor pe soiuri 
şi calități (separarea strugurilor sănătoși de cei mucegáiti, zdrobiţi). 


Transportul strugurilor. Trebuie să se realizeze astfel încît să fie eli- 
minate transvazările şi să se evite zdrobirea strugurilor. | 


Recepţia strugurilor. Constă în determinarea cantităţii | de stii si 
a calitátii, prin determinar ea concentratiei in zahăr prin metode refracto- 
metrice. 


Zdrobitul strugurilor. Este operaţia de distrugere mecanică a boabe- 
lor, în scopul eliberării mustului, fără a produce fárimitfarea pielitei, se- 
minfelor'si ciorchinilor. Nu se aplică la obţinerea vinurilor roşii prin 
maceratie carbonicá şi is vinurile — materia primá pentru vinuri spu- 
mante. 


Desciorchinatul asi d (dezbrobonirea). Este o operaţie tehnolo- 
gică indispensabilă la obţinerea vinurilor roșii si aromate si constă în 
îndepărtarea ciorchinilor care pot reprezenta $—798 piná la 30% din vo- 
lumul recoltei. Ciorchinii prezenţi in must prezintă următoarele dezavan- 
taje: pot imprima. gustul ,ierbos* mai ales cînd sînt verzi, contribuie la 
poluarea vinului cu unele substanţe pecticide reţinute pe suprafaţa lor 
rugoasă; determină creşterea nedorită în compuși fenolici, în săruri de 
calciu și potasiu, rețin prin absorbţie compuși de culoare, alcooli, acizi. 

Obţinerea mustului. În urma prelucrării strugurilor rezultă mustu- 
iala, caracterizată prin densitate şi viscozitate. ridicată, cu un conţinut 
ridicat în componente solide, instabilă din punct de vedere fizico-chimic 
și biologic. Ca urmare a prezenței enzimelor oxidoreductaze provenite din 
struguri, resturi de frunze și lăstari (antrenate la recoltarea mecanică 
cu combine), mustuiala absoarbe uşor oxigenul si au loc oxidári nedo- 
rite, (mai intense cînd aceasta provine din struguri albi), care conduc la 
pierderea de aromă si închiderea la culoare. 
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“| Culesul strugurilor ` 


. | Transport, to centrul de | ` 
vinificare it d e 


y 


Receptia strugurilor. | 


Descârcatui 


Zdróbltul/ strugurilor .. |: 


Dezciorchinatul a Evacuare | 
strugurilor ciorchini 


„VINIFICATIE ___ MUSS. carat a GAME. 
AITETAE CC EEE Vd pr IN ROSU 


Vehiculare în vase der. 
macerare -fermentare 


Transport lo instalatii 
de separare 


| Sulfitare mustuială | 


Im P -Evacuare ` 


Separare musl prin. “[ Macerare fermentare.. |.. CO» 
lll. scurgere ^" ` VE etm i : ES 
Colectare. — ` |Orhogenizare in periooda | 
must ravac de: mocerare T 
Separare must prin ` ; | Tragere vin de pe bostina 
presare alis. FACH "7 
i z ostină Um en 
, gem - ^" x . [Presare ` bosting $ 
Colectare fracțiuni ` m Ue ertet ge 
xx ER) P Mn Colectare .fractiuni bostina 
i ‘presare ` , 
: : 
.| Cupajare, musturi 
j {faculttativ) =- Cupajare -vinuri `> 
"sr TOIT * (L fo quv 
Deburbare must. f i Evacuore Corectii: de compoziție. 
conl. burbă apucate__vinului : - -— 
Tratare s! corectii de i Evacuare 
-compozitie . ; CO? 


"| Desāvirsre fermentatie : | 
„alcoolică i y 


Realizarea fermentaţiei: 
malolactice 


Fermentare must 


Tragere vn de pe Tragere vin de pe .  . 
drojdie „drojdie Le i 


CA? 


Colectare 
(drojdie ' 
Prelucrare 
drojdie 


ig. 92. Schema de operatii în vinificare. 
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Pentru protecţie, se adaugă substanţe cu efect antioxidant (SO,,.5— 
20 g/hl) se poate păstra in atmosferă de CO, sau se aplică o încălzire a 
mustuielii la 85... 90*C timp de 2—3 min. The Tocem 
Pentru obţinerea vinurilor albe este necesară o separare cît mai rapi- 
dá a mustului de bostiná. In prima etapá, mustul se separá de.componen- 
tele solide pe care le contine prin scurgerea gravitațională, obtinindu-se 
mustul. ravac (care in medie reprezintă 60%); în etapa- următoare se eli- 
bereazá mustul.de presá (in medie 309/) rezultat prin presarea bostinei. 
Presarea. este astfel condusă íncit să se evite extracția sucului din. părţile 
solide (ciorchini), prin aplicarea: de presiuni. moderate de scurtă durată 
şi în mod regulaţ. sm o ip Boone: UT mech 
La presele continue. sp poate obţine oa 3-a categorie de must-must 
de la ultima presare, în proporție de:107/. Mustul, înainte de fermentare, 
este supus operaţiilor de asamblare, cupajare si deburbare. wot ose 
“Asamblarea mustului. Constă: în reuniunea mustului ravac cu dife- 
rite proporţii ale mustului de. probe . și rareori. în mustul de la ultima 
presare! care, de obicei avînd o calitate mai scăzută, este fermentat sepa- 
rat şi folosit la prepararea oţetului. sh ^N Y 
. Cupajarea. Are ca scop ridicarea calității mustului. prin- adaos de 
10%% musturi provenite din soiuri aromate sau de vinuri din recolte mai 
vechi, cînd se obţine o armonizare superioară a gustului si aromei mus- 
tului, primitiv. Rit oi be qe Tiet HEEL e ; 
Deburbarea sau limpezirea mustului. Se realizează prin sedimentare- 
decantare, centrifugare sau filtrare, şi reprezintă o etapă importantă în 
fluxul tehnologie. de producere a::vinurilor albe. Prin îndepărtarea bur- 
bei, alcătuită din impurități. solide: particule de sol, fragmente vegetale, 
microorganisme, substanţe pectice, proteice şi tanante insolubile. etc., Se 
evită eliberarea in. urma maceraţiei a unor substanţe care, imprimă vinu- 
lui gusturi străine. m: "t l "efëi at: af | 
- În același timp o deburbare prea energică conduce la limitarea. fer- 
mentaţiei alcoolice si la creşterea cantitátii de zahăr rezidual. | = = - 
Tratamente: prefermentative' ale mustului. În faza de must, înainte 
de fermentație, se. pot opera diferite. tratamente fizico-chimice cum sînt 
tratarea cu: bentonită, SO»; preparate enzimatice, cărbune şi tratamentul 
termic, care previn. anumite defecte ce pot apărea în vin. Mai folosite 
sînt primele două tratamente amintite. irme oe 
“Tratamentul cu bentonită (50—100 g/hl). Acest tratament aplicat vi- 
nurilor albe şi roze asigură o îndepărtare a substanţelor. proteice în ex- 
ces, o. protecţie împotriva oxidării prin inactivarea parţială a oxidoreduc- 
tazelor (în special a tirozinazei) şi o limpezire mai uşoară a vinului. Ben. 
tonizarea în faza de must favorizează fermentația alcoolică deoarece par- 
ticulele de bentonită în suspensie, menținute prin degajarea CO», asigură 
o omogenizare a drojdiilor în mediul supus fermentării. ` . "er 
“Tratamentul: cu SO, (5—10 g/hl). Inhibá activitatea microorganisme- 
lor nedorite si protejeazá fermentația! alcoolică produsă de drojdiile. de 
vin sulfitorezistente, are efect antioxidant si favorizează limpezirea. ` 
: Fermentaţia și maceraţia bostinei. Drojdiile de vin ajunse din micro- 
flora boabelor de pe utilaje de prelucrare si transport sau care s-au in- 
multit în must, în condiţii de -anaerobioză, produc transformarea zahá- 
rului în alcool etilic, CO, si produse secundare. În afară de microflora 
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spontană, se pot folosi culturi de drojdii cu caracteristici oenologice cu- 
noscute care ser înmulţesc înainte de folosire în vase separate si comple- 
teazá microflora naturalá a mustului. ȘI Pe ! 
Pentru fermentare, mustul este dirijat în vase de fermentare care se 
umplu 85—-909/, si se asigură presiunea si temperatura optimá pentru 
faza ferinentativá (1—3 zile), caracterizată prin creşterea numărului de | 
drojdii 'care ajung la concentrații de: 50—100 milioane/ml must. 
.. Faza de fermentare tumultoasă (8—14 zile) este caracterizată printr-o 
degajare! energică de CO. şi de “căldură, “încît: temperatura lichidului 


atinge 25... .30*C, cu scădere progresivă a zahărului. 24 
Faza postfermentativă se caracterizează prin aceea că drojdiile pro+ 
duc o fermentare scăzută, fiind inhibate de alcoolul format și are loc de- 
punerea drojdiilor si limpezirea vinului. E: | EI 
_Se recomandă răcirea mustului în faza fermentării tumultuoase si 
menținerea temperaturii pe toată durata procesului. la valori sub. 20°C. 
- Macerafia, operaţie. prin care bostina: este menţinută un timp varia- 
bil în contact cu mustul, favorizează extracția unor componente din păr- 
file solide ale strugurelui şi difuzia lor ín. masa de lichid, avînd un rol 
important mai 'ales în tehnologia vinurilor roşii. pentru. extragerea com- 
pusilor'fenolici colorati si de obtinere a vinurilor aromate... ui 
--  “Macerâţia, se poate: desfășura concomitent eu fermentația alcoolică 
(fermentare pe boștină) sau poate avea loc fie înainte, fie după fermen- 
tatie. În prezenţa boştinei, fermentația este mai intensă. datorită prezen- 
tei pielitelor mai bogate în dfojdii 2 „= i SA NEMO d rapa 
 Termomacerafia se aplică mustuielii care se încălzeşte la 70*C timp 
de 15—30 min, în scopul extractiei antocianelor și a inactivării oxidaze- 
lor, în vinificatià în roșu: Ca urmare a încălzirii se produce o reducere 
a numárului de microorganisme, in schimb dupá rácire se produce re- 
contaminarea de pe utilaje si in scurt timp fermentarea alcoolică se de- 
clanseazá rapid. Demarajul fermentaţiei unui must a cărui temperatură 
a ajuns prin răcire la 40... 46*C' este aproape explosiv, iar fermentația 
tumultuoasă se desfăşoară în decurs de 1—?2 zile. (A. Aswany; 1981). Fer- 
mentatia durează un timp mai scurt cu 2—3 zile fatá de probele martor; 
explicabilă prin aportul de factori “de creștere si activatori extraşi și 
inactivarea unor inhibitori, selecția unor tulpini termorezistente (Evan- 
ghelos, S. 1981). Termomaceratia este mai eficientă la vinificarea strugu- 


rilor cu un procent ridicat de boabe mucegăite, cînd se poate reduce și 
cantitatea de SO, introdusă în must. ` ; um Eis 

T. Usseglio, 1983,:prin studiul microflorei probelor termomacerate 
începînd din faza iniţială a fermentatiei a remarcat predominanfa genu- 
lui Saccharomyces (cu 66%% Saccharomyces cerevisiae, 320/; Saccharomyces 


italicus), fiind absente drojdii din Torulopsis stellata şi Kloeckera' apicu- 
lata întilnite in mustul vinificat prin procedeul clasic. - aono 
Tragerea vinului de pe bostiná (răvăcitul) este important să se facă 
în momentul potrivit, în funcţie de calitatea vinului, înainte de:sfirsitut 
fermentatiei în tehnologia vinurilor de consum curent sau după fermen- 
tatie pentru vinuri destinate conservării. bnt T E 
Pentru stabilizarea biologică a vinurilor : roşii, după fermentația 
alcoolică, este favorizată fermentația malo-lactică. În cazul vinurilor albe, 
fermentația: malo-lactică este mai puțin dorită, deoarece aciditatea lor 
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este mai redusă şi prin dezvoltarea bacteriilor. are loc o pierdere a -pros- 
peţimii, a aromei caracteristice soiului şi sesizarea gustului de acid lac- 
tic (Cotea V., 1985). e: "fC | l 


4.8. ROLUL DROJDIILOR LA FABRICAREA VINURILOR 
| SPUMANTE EI : 


_ Vinurile spumante sînt caracterizate drept „vinuri ce au un conţinut 
de dioxid de carbon de origine endogenă obţinut prin fermentare natu- 
 ralá în sticle! sau în rezervoare şi care la temperatura de 20*C dezvoltă 
în sticlele în care sînt îmbuteliate o presiune de minimum 3,5 atmosfere“ 
(Legea viel st vinului — nr. 21/1971). T Dn 

în funcţie de procesul tehnologic de obtinere a vinurilor spumante, 
acestea se clasifică în: - Wo hi | | Vi | 
"2 vinuri spumante obţinute prin fermentație în butelii (prin metoda 
champenoise); —— | | 
| .— vinuri spumante obţinute prin fermentație în rezervoare . (prin 
metoda Charmat) (Puşcă I, 1985). > imm; WEN 

În tehnologia de obtinere a acestor vinuri speciale intervine un com- 
plex de procese fizico-chimice si biochimice dependente de, acţiunea con- 
comitentă a trei factori principali si anume: compoziţia chimică si enzi- 
matică a vinului materie primă, caracterele” fiziologice ale drojdiilor 
selecţionate: folosite la sampanizare si particularităţi ale fermentaţiei 


secundare si de păstrare a vinurilor spumante. ` | 

- — Tn timp ce compoziţia vinului-materie primă, poate fi foarte variată 
în funcţie: de factorii naturali, agrotehnici si tehnologici, caracterele droj- 
diilor de şampanie şi condiţiile de desfășurare a procesului fermentativ, 
reprezintă ` factori controlabili care pot fi dirijati pentru obținerea unor 
vinuri spumante de calitate superioară (Avachiant S., 1986). 


4.811. ETAPE TEHNOLOGICE LA FABRICAREA 
VINURILOR SPUMANTE 


Pentru înţelegerea rolului drojdiilor la fabricarea vinurilor spu- 
mante, în continuare se prezintă principalele operaţii tehnologice. 
Recoltarea strugurilor. Se face la maturarea tehnologică cînd continu- 
tul în zahăr este 170—200 g/l si aciditate de 6—7 g/l, (exprimată în acid 
“sulfuric, in condițiile unui transport rapid evitindu-se zdrobirea boa- 
. belor). t! ; i S SS Aia : 
Obținerea mustului. Se recomandă extragerea progresivă a mustului 
prin presarea strugurilor întregi, retinindu-se mustul provenit de la pri- 
mele presări (în proporţie de 50%) cu densitate minimă de 1,085. . 
Deburbarea mustului. În musturi se adaugă 5—10 g SO;/hl si în sco- 
pul fixării unor fracțiuni proteice se poate face bentonizarea cu 25-—30 g 
bentonitá/hl înainte de fermentare. | 


f 
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. Fermentarea mustului. Se realizează în recipiente din oțel inoxidabi? 
de mare capacitate, cu posibilitate de reglare a temperaturii de fermen- 
tare în domeniul 14... 18*C. K Wi 

Pentru amorsarea fermentatiei primare se poate face inocularea cu 
3% drojdii selecţionate. În general, după ce se produce fermentația alcoo- 
lică timp de 2—3 săptămîni, trebuie create condiţii pentru declanșarea 
fermentatiei malo-lactice, proces favorizat de cresterea temperaturii la 
20°C, o aerare corespunzătoare a vinului, concentratii de 30—50 mg SO. 
total, introducerea unui vin în care se produce activ fermentația malo- 
lactică. neo ui haus | imer PET TA 

 Cupajarea sau „asamblarea“, Constă în amestecarea unor vinuri vechi 
(vin de rezervă) în proporție de 20% cu vin:nou în proporţie de 80%, sau 
în cantități stabilite prin microprobe. i M i Le 

Refrigerarea vinurilor materie primă. ` Favorizeazá precipitarea tar- 
itratiilor. Se realizează. pînă la punctul. de îngheţ (se.poate calcula scázind 
din gradul alcoolic al vinului o unitate și valoarea obţinută după impár- 
fire la 2 reprezintă temperatura negativă care se menţine. în ultrarefri- 
geratoare), apoi vinul se păstrează în recipiente izoterme timp. de. 8— 
ADezite.: + o si | | | | aen des 

În cazul în care vinul conţine mai mult de 6 mg/l fier. se recomandă 
tratarea cu ferocianură de potasiu, iar pentru corectarea culorii se poate 
face tratarea cu cărbune activ (maximum 1 ei, - teii 

- Înainte. de. intrarea în tiraj.se aplică filtrarea care asigură indepárta- 
rea microorganismelor şi limpiditatea cristalină a vinului. | E. 

Vinul-materie primă pentru, prepararea. vinurilor. spumante trebuie 
să fie sec, cu un conţinut de zahăr rezidual mai mie de 2 g/l, cu un con- 
ținut in SO, liber sub 10.mg/l, iar SO, total sá nu depáseascá 100 mg/l, 
„cu un pH de 3,4 iar aciditatea volatilá să se afle in limitele 0,4—0,5 g/l 
„acid sulfuric. : "leni ppt, ud. i be Cep ab 

La prepararea vinurilor: spumante prin . metoda. champenoise, tiraju? 
se realizează. în: butelii „speciale, cu pereţii grosi; după:: omogenizarea 
vinului-materie primă, cu licoarea de tiraj şi culturi de drojdii de sam- 
. panie, la temperaturi de 10. ..19*C. Amestecul de tiraj se face într-un 
recipient şi prin agitare se asigură omogenizarea pe tot parcursul tra- 
gerii la sticle a Vinului-materie primă, a licorii de tiraj care să asigure 
„4 g de zahăr calculat pentru a produce o presiune de 1 atmosferă Ja tem- 
peratura de 20*C, şi, inoculul de drojdii selecţionate in. proporţie de 4% 
in raport cu. cantitatea „amestecului de tiraj. Se recomandă. adăugarea în 
„amestecul de tiraj a gelatinei 2 g/hl, taninului. 4.g/hl şi a bentonitei 
1,9 g/hl, substanţe care favorizeazá remuajul. | IE a l 

După operația de tirajare, se face fixarea dopurilor şi prinderea lor 
pe gitul buteliei cu o agrafă metalică specială şi stivuirea buteliilor în 
pivnițe la temperaturi de 11... I25Q 53 a da | ` 

Dupá.1—2 zile de la stivuire începe cea de a doua fermentare care 
durează 32 'de zile pentru. vinuri spumante albe, 74 de zile pentru spu- 
 mante roze, timp. în care se mai aplică. restivuirea (întoarcerea buteliilor) 
care favorizează . fermentarea întregii. cantităţi. de zahăr ca rezultat al 
suspendării omogene a celulelor de drojdii si reducerea aderentei sedi- 
mentului depus pe pereţii buteliei. Ste nen 
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“La sfirsitul fermentatiei secundare se aplicá. remuajul, respectiv. di- 
rijarea sedimentului format în timpul fermentaţiei si depus pe pereţii 
buteliei, in gitul sticlei, pe dop, si. degorjarea, operaţie prin care se eli- 
miná depozitul format pe dop cu pierderi minime de vin. . 

Dupá degorjare, se poate adăuga, . pentru... completare, dieit de 
dozare (expediţie) obținută din vin vechi cu 11,5 vol. 9/, alcool, 100 mg/l 
SO, liber, aciditate totală 4,5—5 g/l HSO; si adaos de zahăr 700-- 10 g/l. 

În continuare se face dopuirea si. fixarea dopurilor pe gitul . buteliei 
prin aplicarea unor cosulete din sirmá, omogenizarea pentru ca licoarea 
de expediţie să se infráteascá cit mai bine cu vinul spumant si stivuirea 
15—20 zile ia temperaturi de 10... 15°C. 

Prepararea vinurilor spumante prin metoda Charmat se. caracteri- 
zează prin faptul că fermentarea secundară nu se mai realizează în bute- 
lii, ci în rezervoare mari din oţel inoxidabil (capacitate de 5 000 1) şi pre- 
siune de lucru 6—8 kgf/cm?, la temperaturi de 15 ...18?. Procesul de 
fermentare durează 10—15 zile cînd se produce satur area cu CO, rezultat 
prin fermentare. La terminarea fermentaţiei vinul spumant se răcește la 
0°C, se filtrează, se adaugă licoarea de excepţie şi după omogenizare 
se păstrează la —5?C, timp de 5—10 zile, perioadă în care are loc depu- 
nerea tartratilor.. Urmeazá operaţiile de: filtrare: si îmbutelierea sub pre- 
siune Si se obţin vinurile spumante. de. consum curent (Puşcă i 1985) — 


A8. 2. CARACTERE ALE DROJ DIILOR FOLOSITE LA | 
OBŢINEREA. VINURILOR SPUMANTE 


Drojdiile destinate Stig dit vinurilor iati “aparţin ere 
Saccharomyces cu speciile: Saccharomyces bayanus (tip bayanus- sau tip 
oviformis) sau Saccharomyces : cerevisiae varietatea. vini (ellipsoideus). 

Cercetări efectuate în întreprinderi vinicole au evidenţiat predomi- 
nanța tulpinilor de Saccharomyces oviformis; cu. proprietăţi de alcoolo- 
şi sulfitorezistentá si capacitate de a se dezvolta la un continut limitat de 
aer (in absenta aproape totalá a oxigenului, proprietáti mai puțin evi- 
dente la Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus). ' 

"Dintre principalele proprietăţi. ale acestor drojdii folosite în selec- 
ționare, se menționează ur mătoarele:. 

E capacitatea de a fermenta zahărul în vinuri cu SE în 
alcool mai mari de 10% vol, cu pH= =2,8—3,4 în prezenţă de CO, 6—8 g/l 
la presiune de 3—4 bar (0,5 MPa) in anaer obiozá; - 

— br dd de a: fermenta: zahărul la temperaturi scăzute în iet 
meniul 7...15?C; 

km EA ten de Stade de gust si aromá (esteri) si de cantităţi 
minime de acizi volatili; | 

DS însuşirea de a.cr eşte în prezenţa unor mici cantități de factori de 
creştere necesari pentru întreținerea funcțiilor. vitale, tinind cont cá, in 
fermentația alcoolică principală, aceste substanţe au fost parţial folosite; 

.— să nu producă reducerea combinațiilor cu sulf la acid sulfhidric, 
deoarece acesta la concentraţii de 0,1—0,3 mg/l este perceptibil, si in 
combinaţie cu alcoolul «etilic: din vin formează etilmercaptanul 
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(CH;—CH.—SH) cu gust respingátor, -sesizabil la concentraţii de 
0,03 mei: `" | MM ETIN 
" . — proprietatea de a forma un sediment granular dens care să se 
îndepărteze uşor prin remuaj'in cazul vinurilor spumante obținute prin 
metoda champenoise, sau aceea de a sedimenta rapid cu formarea unui 
sediment care să asigure o limpezire'rapidă à vinului şi o bună filtrare; 
.. — însuşirea de a se autoliza uşor la terminarea fermentatiei secun- 
dare, influentind pozitiv, prin substanţele eliberate din celulele 'lizate, 
cantităţile senzoriale ale vinului spumant, asigurarea unei perlări persis- 
tente (Brusilovski S. A., 1977). B rro vb ppm 


- 48.8. OBTINEREA MAIELELOR DE PRODUCŢIE 


În producţia. de vinuri spumante, în timp ce fermentația primară, 
în vederea obținerii vinului-materie primă, se poate produce în mod spon- 
tan, fermentația secundară se realizează în mod obligatoriu prin inocu- 
larea de drojdii selecţionate, în stare fiziologică activă, astfel încît con- 
„ centratia de celule să fie de aproximativ 1:109/em? amestec de tiraj. ` 

„Pentru multiplicarea drojdiilor:si obţinerea maielei de producţie, 
celule de drojdii din eprubete cu cultura pură 'sînt transferate progresiv 
în vase cu volume din ce in ce mai mari (10 ml, 100 ml, 500 ml, 1 700 ml), 
la un interval de timp condiționat de degajarea energică a CO,, în con- 
diti staţionare (metode periodice sau continu) pe mediul nutritiv com- 
pus din amestecul de cupaj cu adaos de licoare pînă la un conţinut de 
2—6 g% zahăr, pasteurizat la 85*C/15 min. 

„După obţinerea în laboratorul uzinal a unor cantităţi de pînă la 1,5 I 
de suspensii active de drojdii,-acestea sînt- transferate ín aparatele de 
multiplicare ale drojdiei cu folosirea în producţie a maielelor de drojdie 
din generaţia a V-a. Gun EE | At LGëiazza 

În metoda periodică: de multiplicare a celulelor de drojdie se asigură 
dozarea corespunzătoare a vinului-materie primă. şi a licoarei, astfet 
încît să se menţină concentraţii de 5—7 g zahăr/l și-a unei soluţii de 
amoniac care să asigure nutriția azotatá a drojdiei (pînă la 70 mg/l azot 
amoniacal). Cultivarea se face în condiţii de agitare (600. rot/min), la 
temperaturi de minimum 18?C, cu aerare (0,5 l/min lichid-cultural în 
primele ;3—9 ore). La obținerea. concentraţiei: maxime de celule, 70— 
15%% din suspensia de celule este folosită în producţie, iar.peste restul 
de celule se adaugă din nou mediu nutritiv şi. ciclul se repetă. : -. 

„În metoda continuă sînt asigurate condiţii constante pentru creștere, 
iar celulele obţinute se caracterizează prin stabilitate fiziologică, produc- 
tivitate ridicată. şi obţinerea prin autoselectie a unor. tulpini mai adap- 
tate la mediu, care dau rezultate superioare în producție. În calitate de 
mediu nutritiv se poate folosi amestec de tiraj cu 2—49/, zahăr si sè rea- 
lizează suplimentar o adaptare la temperaturi din în ce mai scăzute, 
astfel încît în ultimul aparat temperatura de cultivare este corespunză- 
toare „temperaturii la care se produce sampanizarea Sl suplimentar se 
realizează si adaptarea la concentraţii scăzute de: oxigen ca urmare a 
scăderii ratei de. aerare de la 0,6—0,8 1 aer'steril/l mediu (în primul 
aparat) pînă la oprirea completă a aerării. -Maiaua de drojdie, cu; un con- 


346 


ținut de 300—500+106 celule/cm?, poate fi concentrată $i activată prin 
menţinerea la 8... 10*C în condiţii de presiune egale cu cele din vasele 
de fermentare, cînd are loc o comutare a activităţii enzimatice de la pro- 
cesul de respiraţie, la fermentație şi o adaptare rapidă la: condiţiile .pen- 
tru sampanizare. TEES l Ce escrow 

În condiţii de producţie, cantitatea de celule inoculate pentru declan- 
sarea fermehtatiei secundare variază de la 1 -109 celule/cm? pentru vinuri | 
spumante, obţinute: prin metoda Champenoise la. 3:1095—5 109/em? pentru 
vinuri spumante obţinute prin metoda Charmat (Nudeli A. S., 1980). , 


4.8.4, CONTRIBUŢIA DROJDIILOR DE ŞAMPANIE 
LA FORMAREA SUBSTANȚELOR DE AROMĂ 


Un rol.important în obţinerea buchetului caracteristic al vinurilor 
spumante îl au tulpinile:de drojdie folosite în calitate de culturi pure la 
fermentația primară si secundară. ` aia aho 

Concentrația substanţelor de metabolism produse de diferite tulpini 
de drojdie poate să difere foarte mult, în funcţie de caracterele genetice, 
starea fiziologică a drojdiilor; concentraţia în celule, compoziţia mediu- 
lui supus fermentării, temperatură și timp de contact al celulelor cu 
vinul, grad de aerare etc. 

. După Brusilovskii S. A., 1977, calitatea vinurilor spumante depinde 
de metabolismul energetic al drojdiilor. Astfel, dacă la fabricare se folo- 
sesc tulpini de drojdie cu activitate fermentativă superioară. vinurile au 
un. potenţial de oxidoreducere ridicat si este favorizată creșterea con- 
centratiei în diacetil care îi: imprimă calităţi senzoriale slabe. Vinul şam- 
panizat cu drojdii care au o activitate medie fermentativá si oxidativá 
se caracterizează prin capacităţi de reducere crescute în care se formează 
cantităţi mai mici de diacetil si are o valoare senzorială superioară.  . 

= Dintre substanţele cu rol important in aroma șampaniei mai impor- 
tante sînt: combinaţiile terpenice, esterii (cis si trans-fernezolul), aldehi- 
dele si alcoolii. Formarea substanţelor de aromă depinde de intensitatea 
cu care drojdiile acţionează asupra componentelor vinului (Sarisvili. M. G., 
1980). Din această cauză, pentru a mări cantitatea de substanţe de aromă 
la fabricarea sampaniei în rezervoare, se accelerează eliminarea oxige- 
nului pe cale biologică si folosind capacitatea reducătoare a drojdiilor; 
vinul se îmbogățește în enzime active, aminoacizi, vitamine. Contactul 
îndelungat al vinului cu drojdia are o influenţă pozitivă asupra perlării 
Si spumării, deoarece prin autoliză în vin. trec substanţe proteice macro- 
moleculare care condiționează cantitatea de CO, legat şi durata de elibe- 
rare a bulelor de gaz. ` emite Bidik : 3.4 

- După Guliaeva V. S., 1987, o fermentare lentă și uniformă asigură o 
creștere a cantităţii de CO, legat, imbunátátind calitatea vinurilor spu- 
mante. ah. An eT. ai l f ; 

Dacá fermentarea are loc cu aerare moderatá se acumuleazá o can- 
. titate maximă de alcooli superiori si de esteri, etilacetat si izoamilacetat. 

Dacă fermentația se desfăşoară cu âerare intensivă se obţin canti- 
"1+ăţi maxime. de acetoiná si 3-hidroxi-2-pentanon şi nu influenţează acu- 
mularea diacetilului si a 2,3-pentandion (Rodopulo A. K., 1978). 
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. La cultivarea drojdiei de vin în condiţii aerobe se evidențiază in 
celule enzime oxidative (citocromoxidaza, peroxidaza. şi lipoxigenaza). În 
prezența oxigenului lipoxigenază câtalizează oxidarea, de exemplu, a aci- 
zilor linoleic şi linolenic cu formare de HO. care oxidează alte substanţe 
. producătoare de aromă (combinaţii terpenice si esteri coniplecsi). În con- 

ditii de anaerobiozá drojdiile elibereazá glutation si cisteiná si scade po- 
tentialul redox al vinului. Prin studiul: comparativ făcut de Rodopulo A. K., 
1980, de obţinere a sampaniei, în condiţii de aerobiozá și anaerobioză 
se constată următoarele: în condiţii aerobe se formează mai puţini esteri, 
în special etillinoleatul si substanţe terpenoide dar se formează ín canti- 
tate mai mare aldehide. In anaerobiozá cantitatea de etillinoleat, respon- 
sabil pentru apariţia: „gustului de lumină“ al sampaniéi,'a scăzut de la 
1,3 la 0,18 mg/l,'ceea ce recomandă metoda 'anaerobă sau aerare mode- 
rată la fabricarea sampaniei. l 
| Compoziţia: chimică: a drojdiei; conţinutul de enzime constitutive şi 
induse, influenţează asupra compoziţiei sampaniei, deoarece multe din 
componentele celulei trec în vin prin autoliză. 7 | 


4.8.5. DEFECTE ALE VINURILOR SPUMANTE PRODUSE . 
| DE DROID WE io mln 


"Prin menţinerea sampaniéi timp îndelungat (5 ani) pe drojdie se 
poate sesiza așa-numitul ton de lumină, determinat de acumularea lino- 
leatului de etil (Egorov M. A., 1975). |. ^ ^ | i 


În urma menţinerii insuficiente a sampaniei pe drojdie, sau dacă 


dap 5. 


„În afară de tulburare, aceste drojdii (Brettanomyces vini, Brettano- 
myces. shanderli) conduc la creşterea acidității volatile și la apariţia izu- 
lui de şoarece, îngreuiază remuajul si degorjarea, conducînd la creşterea 
pierderilor la fabricare (M. Saenko, 1980). . P 


4.9. ROLUL DROJDIILOR LA FABRICAREA VINULUI DE XERES 
| ico dE AR JEREZ) ^ | 


.. Vinul de Xeres se obţine prin fermentarea vinurilor albe tinere, de 
către drojdii peliculare care, în condiţii aerobe, favorizează procese bio- 
chimice complexe ce conduc la formarea aromei caracteristice. Obtinut 
pentru prima dată în sudul Spaniei în localitatea Jerez de la Frontera 
cu peste 100 ani în urmă, vinul de Xeres cunoaște în prezent o largă răs- 
pîndire în ţări cu industrie vinicolă dezvoltată. ^ ^ . qu 

- In ţări ca: Franţa, U.R.S.S.; Australia, Statele Unite ale Americii este 
extinsă producția vinului de Xeres, denumit sherry-vin de desert cu o 
concentraţie de 19—21%4 v/v 'alcool (obţinută prin adâos) si concentrați; 
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diferite de zahăr, caracterizate printr-o aromă specifică dependentă de 

calitatea materiei prime și proprietăţilor drojdiilor folosite la xeresare. 
| În tehnologia preparării vinurilor de Xéres o importanță deosebită 
se acordă ‘pregătirii materialului vinicol și etapei de xeresare, deoarece 
următoarele operații, cum ar fi: cupajàrea, pasteurizarea, imbutelierea 
si păstrarea, nu sînt specifice. : Lm us P e 


.. 49.1. CARACTERISTICI ALE VINURILOR FOLOSITE PENTRU 
i | icHüesARE C o5 e N 


- Pentru obţinerea vinurilor de tip Xeres se recomandă folosirea unor 
vinuri albe, tinere, cu un conţinut scăzut în zahăr rezidual, sub 0,2%, Si ` 
pH—3,2—93,5. Pentru a favoriza dezvoltarea drojdiilor peliculare, vinul 
trebuie să aibă un conţinut de alcool sub 15—16% v/v si o cantitate sufi- 
cientă de substanţe azotate necesare procesului de nutriție al drojdiei. 
Este important ca în vin conţinutul în fenol să nu depăşească 0,3—0,4 g/l, 
iar conţinutul de SO, total să fie sub 100—120 mg/l (cu maximum 9— 
7 mg/l SOpliber). ^ - "ur St QUO A | 


4932. NATURA SI PROPRIETĂȚILE DROJDILOR UTILIZATE .- 
„LA OBŢINEREA VINURILOR DE XERES ` 


j În fermentația naturală a vinurilor din Spania, pentru obţinerea 
vinului de Xeres, intervine o microfloră levurianá. specifică denumită ` 
„flor“ alcătuită din drojdii care se diferenţiază prin proprietáti morfolo- 
gice si fiziologice. "rcv IE. și Kik D | 

` Cercetătorii sovietici Juravleva si Timuk (1965), studiind componenţa 
peliculei formate la suprafaţa vinurilor supuse xeresării, au constat că 
889/, din drojdii aparţin genului Saccharomyces ;şi reprezintă . drojdii 
propriu-zise de vin (Saccharomyces oviformis län, Saccharomyces cere- 
visiae var. ellipsoideus 290/, iar 12%, aparţin genului Pichia) cu specii 
responsabile pentru formarea unor substante de aromá. 

Diferiti cercetători cotează drept specii de drojdii care pot fi folosite . 
pentru vinuri de Xeres. urmátoarele: Saccharomyces beticus (izolatá in 
vinuri din Spania, California), Saccharomyces fermenti, Saccharomyces 
oviformis, Saccharomyces : cerevisiae. var. ellipsoideus, Saccharomyces 
cherensiensis, Saccharomyces montuliensis. . jm 

Drojdiile de Xeres in nomenclatura actualà sint acceptate a fi in gene- 
ral reprezentate de Saccharomyces bayanus. (Benda I., 1981), deși sinoni- 
mele: S. oviformis, S. pastorianus, S. beticus, S. cheriensis, sint larg uti- 
lizate în literatura de specialitate. . | gg cv 2 
^7: În urma selecţionării' naturale si adaptării, drojdiile de Xeres, pre- 
zintá anumite caractere diferenţiate de cele ale drojdiilor de vin. Din 
puhct'de vedere morfologic, drojdille de Xeres se prezintă sub formă 
oval-eliptică, cu dimensiuni mai mici în peliculă decît cele intilrtite în 
sediment, se. înmulţesc piin înmugurire ' multipolară şi formează greu 
ascospori. i x |j a 
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Din punct de vedere fiziologic, aceste drojdii pot să fermenteze si 
„să asimileze; glucoza, fructoza, manoza, zaharoza, - maltoza si.1/3 din 
rafinozá; nu fermenteazá galactoza. |... - isca c 

Au capacitatea în aerobiozá să oxideze anumiţi constituenți ai vinu- 
lui, în special alcoolul etilic, cu formare de aldehidă acetică, alte alde- 
hide, acetali, esteri şi alcooli superiori, substanţe care contribuie la for- 
marea aromei. Pot produce metabolizarea glicerolului și a acidului malic 
și determină o scădere a acidității volatile în vinuri. 

Drojdiile de tip: Xeres ale genului. ‘Saccharomyces sînt facultativ 
anaerobe și produc fermentarea mustului de struguri; cu formarea de 
18—19%/ alcool, după care sedimentează. ST WE : 

| „După terminarea fermentatiei alcoolice, de obicei după 10—15 zile, 
se observă, formarea la suprafaţa vinului a unor asociaţii care treptat se 
măresc în diametru si prin contopire formează o peliculă groasă, cutată, 
la început de culoare albă, apoi în 'timp se observă modificarea culorii 
spre roz, cenușiu. Drojdiile Xeres sint sulfitorezistente şi produc fer- 
mentarea la concentratii de 200—300. mg .SOs/l, in schimb. formarea de 
peliculă este inhibată la doze de 150 mg/l. Spre deosebire de drojdiile 
selecționate de vin, sint sensibile la concentraţii mari de tanin, astfel in- 
cît la un conţinut de tanin in must de 300—500 mg/l, este oprită for- 
marea peliculei. ` ME 

„O influenţă pozitivă asupra creșterii peliculei: o au anumite săruri 
şi factori de creştere. Astfel,.S. beticus necesită prezenţa pantotenatului 
de calciu si a azotului amoniacal, iar S. cherensiensis este stimulatá de 
prezența în mediu a unor substanţe ca, de exemplu: extract de drojdie, 
asparagină, acid aspartic, acid glutamic, gliciná, peptonă, uree, fosfat de 


amoniu $i sulfat de amoniu. ` uf Ae i MM 
Rezultate bune în obținerea industrială a vinurilor de Xeres sint 
obţinute cu culturi de Saccharomyces oviformis var. cherensies, adap- 
tate să formeze peliculă de vinuri cu 16—179/,' alcool, concentrație care 
previne dezvoltarea bacteriilor” acetice. H. F. Saenko (1961) a reușit să 
adapteze două tulpini de drojdii Xeres (X-20 si X-96K) prin cultivári 
repetate pe vin alcoolizat care au format peliculă pe vin cu 16,5%, alcool, 
după trei zile de la inoculare. m WM vi hasies MEA 


49.3. PARTICULARITĂȚI ALE PROCESULUI DE XERESARE 


Procesul de xeresare : reprezintă totalitatea reacțiilor biochimice si 
fizico-chimice care au loc în vin, în prezența oxigenului din aer, :sub 
acţiunea catalitică a complexului de drojdii formatoare de peliculă. 

Pentru dirijarea procesului,. materialul vinicol este inoculat cu droj- 
dii de cultură prin recoltarea peliculei formate în timp de 2—3 săptă- 
mini pe vin pasteurizat cu aceeaşi compoziţie. De viteza: de formare a 
peliculei depinde cantitatea de inocul si metoda de inoculare. În' mod 
normal cantitatea de inocul reprezentată de pelicula formată în 4—5 vase 
cu 100. ml vin este suficientă pentru un vas cu 10 hl vin. Pentru însă- 
minţare se folosesc site metalice ușor de sterilizat sau pulverizatoare 
manipulate astfel, încît drojdiile să rămînă la suprafaţa vinului. Pentru 
„a favoriza formarea peliculei temperatura optimă de păstrare este de 
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16..:18?C, dar în practică pentru a favoriza tonul de Xeres tempera- 
tura de fermentare trebuie să se: menţină sub 16°C. 2 

— Prin menţinerea: vinului sub peliculă, ca rezultat al activităţii meta- 
bolice a drojdiilor àu' loc modificări in compoziția chimicá a-vinului. 
Reactia principalá care predominá este cea de oxidare a alcoolului etilic 
in prezența alcool-dehidrogenazei cu formarea aldehidei acetice. Activi- 
tatea enzimatică, evidenţiată în pelicula tînără formată din celule înmu- 
gurite, se intensifică spre sfîrşitul xeresării cînd 'este prezentă. în vinul 
de sub peliculă, ca urmare a eliberării ei din celule autolizate. . | 

... Aproximativ 80% din alcoolul oxidat de către drojdii este transfor- 
mat în CO; şi apă; restul se găsește sub formă de aldehidă aceticá a cărui 
conţinut creşte de la 20—30 mg/l pînă la 400—1 000 mg/l si de acetat de 
etil care se acumuleazá in vin de la 10 la 300 mg/l in produs finit. 

. .-Drojdile tip Xeres pot produce si oxidarea acizilor volatili, a gli- 
cerolului si alcoolilor superiori cu formarea de substante de aromá. O 
datá cu reducerea conţinutului în alcool, în medie 0,4—19/», scade cu 90% 
conţinutul de acid acetic sub peliculă, iar acizii nevolatili se reduc can- 
titativ cu 10—309/, faţă de initial În vin se formează acizi, noi ca, de 
exemplu:. acidul. oxalic, fumaric, glutaric şi creşte cantitatea. de diacetil. 
Ca urmare a necesarului în azot, drojdiile tip Xeres acumulează amino- 
acizi din vin, în special: tirozina, alanina si leucina şi are loc o scádere 


a conţinutului de azot total cu 4% si a azotului aminie cu 170%% faţă de 
iniţial. Comparativ cu. consumul. substanţelor azotate. în fermentația 
alcoolică, la xeresare acesta este substanţial redus, ceea ce confirmă 
posibilitatea asimilării de către drojdiile formatoare de peliculă şi a azo- 
tului atmosferic. beu wf, drum SG "T Nun. T eu 

Prin metoda clasicá de xeresare (procedeul Solera), durata mentine- 
rii vinului sub peliculă este de 3—6 luni. În ultimii 15 ani, în scopul re- 
ducerii perioadei de xeresare, este studiată metoda submersá, cu aerare 
dirijată, care favorizează activitatea drojdiilor in sensul formării sub- 
stanfelor caré dau tonul de Xeres. | V NI SECH? 


D 


4.10. ROLUL DROJDIILOR LA FABRICAREA CIDRULUI 


Cidrul reprezintă o băutură slab alcoolică, cu 3—7* alcool, obținută 
prin fermentația naturală sau dirijată a sucului de mere. Pentru obti- 
nerea industrială a cidrului se folosesc soiuri de mere cu un conținut 
ridicat în tanin, sau mere care nu pot fi comercializate ca urmare a unor 
defecte ale formei, dimensiunii, aspectului cojii etc., cu condiţia să nu 
prezinte alterări microbiene. | ques up E 


440.1. PROVENIENTA MICROFLOREI MERELOR . 
1n declanşarea spontană a.fermentaliei sucului de. mere, un rol if 
portant revine. drojdiilor existente la suprafaţa fructelor, în momentul 
prelucrării. ien E Mm B: ' lene od 
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. Prin studii efectuate privind conţinutul in drojdii (al solurilor din 
livezile de meri, numărul: de. drojdii a variat între .5,5:101 si 
2,45:10%/g. sol, cu valori maxime în lunile martie si septembrie, iar în 
probe de sol recoltate la adîncimi de peste 20—30 cm, drojdiile au fost 
absente. PU WIEL a pH, Al ho den) ea 
Deosebit de bogată este microflora vegetației din livadă (iarbă, 
plante, frunze); astfel, numărul de drojdii poate varia între 3-101 si 
3,9-10%/g,. crescînd la valori maxime de 105/g în sezonul de primăvară. 
O contribuţie la creşterea numarului de „drojdii si a ráspindirii lor o 
au melcii, rimele si alte nematode, care pot conţine uneori. în micro- 
+ flora lor intestinală un număr mai mare de specii decît cele întîlnite 
în sol. FAS E 27 
In diferite faze de vegetatie, sub acţiunea favorizantà a factorilor 
atmosferici si biologici, are loc un transfer al drojdiilor din sol si alte 
surse cu creșterea densităţilor in microflora epifită a copacului, frun- 
zelor si florilor de măr. MU Me ARTE a Vis Due Ev. 
“În timp ce pe scoarţa merilor numărul de drojdii este foarte mic 
(0—1/cm?), pe suprafața frunzelor ajunge là Valori "de 25—30/cm?, iar 
florile de măr la valori de 9,3: 104 — 2,5:109]g. — H rep. Marei 
Componenţa microflorei fructului de măr. O dată cu formarea. fruc- 
tului. drojdiile sint prezente frecvent la suprafața fructului: si mai rar 
în interiorul miezului. Din punct de vedere. cantitativ, pe 'fructele din 
copac, numărul de drojdii este în medie de 8—7,9:102/g în timp ce în 
fructele cu 'zone alterate numărul drojdiilor a crescut la 2*101—3 10g. 
Cel mai mare numár de dr jdii se află pe coajă si in miezul adia- 
cent cojii, în timp ce microflora internă este foarte redusă, provenită 
din microflora florilor de măr. Din punct de vedere calitativ în micro- 
flora fructului au fost: prezente genurile: Pichia, Debaryomyces, Can- 
dida, Kloeckera, : | - iai areri i had 
JO dată: cu coacerea fructului au loc „modificări in: componenţa 
microflorei ou o îmbogăţire a. numărului de specii, dintre. care unele. 
absente în muguri si flori. Astfel în microflora; mărului copt se mai. gă- 
sese specii de: Saccharomyces florentinus, Hanseniaspora şi Saccharo- 
mycodes ludwigi; în merele căzute la sol, sau care se află 'în stadiul de | 
putrezire, numărul de drojdii ajung la valori de 4—27 -109/g, iar speciile 
apartinind genului Saccharomyces sînt înlocuite cu cele ale genului 
Hansenula, alături de Candida reukaufii, Rhodotorula aurantiaca, Rho- 
dotorula glutinis; Trichosporon. > ` a bu TH- p E 
.' Prin studiul calităţii microflorei merelor de cidru din diferite ţări, 
s-a constatat că 'specia Candida :pulcherima și Rhodotorula sp. au fost 
prezente în. toate: zonele. Componenţa : microflorei este dependentă de 
factorii geografici și mai puţin de soiul de măr, Dintre : drojdiile izolate 
de pe mere, frecvent sînt citate speciile: Candida. malicola, Torulopis 
famata,  Rhodotorula rubescens, . Rhodotorula mucilaginosa, .Candida 
krusei, Saccharomyces bisporus, Saccharomyces rosei ş.a. ` Y 
Variația microflorei la prelucrarea merelor. Pentru fabricare cidrului, 
merele căzute din copac sînt colectate manual 'sau mecanic si păstrate 
în silozuri pînă în momentul prelucrării. Prin compararea  microflorei 
márului din pom cu cea. a merelor! căzute. se. constată. unele modificări 
în sensul că apar noi specii ca urmare a contactului lor cu solul, iarba s.a. 
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Prin: păstrarea. 'merelor în -saci timp de o: săptămînă se poate . pro- 
duce o €restere.de 10'0ri a numărului de drojdii, în special ca urimare a 
multiplicării” intense'a drojdiilor din genul Kloeckera. La recoltarea’ meca- 
nică, ca urmare a. eliberării sucului» din fructele lovite, poate avea loc 
o: creștere de 80 de orija numărului de drojdii faţă wg cel iniţial, după 
păstrarea în saci timp de 3 săptămini,: .. | 

Prin: operaţia de spălare se poate îndepărta o xa s din: loial Sua. 
epifità in condiţiile in care apa corespunde din punct de vedere micro- 
biologic. 

Pentru obținerea - Stiu Rd! de meie: se aplică zdrobirea mecanică 
Extractia sucului - depinde de gradul de distrugere a pereţilor celulari, 
iar calitatea acestuia, de, alegerea * parametrilor de lucru în scopul pre- 
venirii acțiuni oxidante a oxigenului din aer: care activează oxidazele 
din süc. şi determină închiderea la culoare "ai pierderea aromei naturale. 
În timpul acestor reus are oc o redistribuire ER dr ojdiilor Şi contami- 


Sacchar omyces, prezente în sanatate: si 'pinzele instalàtifior de săi if 
trare. În condiţiile. unei, prelucrări igienice, în sucurile obținute după 
presare. pot fi: prezente în proporţie de 709/45 drojdii din: genurile: Kloec- 
kera (K.apiculata),, Candida. (C. pulcherima) si Saccharomyces. Prin cres-. 
terea gradului de contaminare, in sucuri mai pot fi prezente: drojdii: din. 
genurile Cryptococcus,: Torulopsis, » Hansenula, Pichia, Rhodotorula,. bac-: 
ierii acetice și mucegaiuri termorezistente: ‘Paecilomyces varioti, Byssoch- 
lamys nivea, Phialophora mustea. s.a. Mr r 

Înlocuirea . preselor discontinue cu cele continue. coriduce. la; jmbuná- 
tățirea; calităţilor „microflorei sucurilor, obţinute, fiind, predominante. spe-. 
cii de drojdii. existente pe, măr. înainte de prelucrare. şi absente. drosel: 
. din. genul, Saccharomycodes, agenţi. de: alterare ai cidruülui. 

Sucul de presă. poate D dirijat, direct la . fermentare sau poate fi păs-, 
trat ca atare, sau sub formă! de suc, concentrat. 

Sucul destinat pástr ării sau concentrării, este, în prealabil tratat cu 
- enzime, pectolitice , si limpezit, prin centrifugare. În cursul acestor ope, 

ratii are loc o scádere cü 3—49/0, a. numărului de drojdii din sucul înainte 
de centr ifugar eM După. limpezire se poate face, pasteurizarea la, 110°C timp 
de; 5-s S, păstrarea în recipiente. sub presiune. de azot, pentru a preveni 
creşterea mucegaiurilor termorezistente, Poate fi folosit la fabricarea ci- 
drului dulce. ; 

“Pentru obținerea sucului, concentrat, acesta este dirijat. spre instala- 
tia de recuperare a aromei si apoi în instalaţia de evaporare sub 'vid la 
temperaturi de 45... 55°C -pină cînd “concentraţia: in zahăr creşte 
de 3—4 ori comparátiv cu cea iniţială. Sucul partial concentrat este uşor 
alterabil si “se poate păstra in. recipiente doar la temperatura de 0°C. 

Pentru creşterea conservabilitátii sucurilor,. după, tratamentul enzi- 
matic și filtrare se poate face o concentrare mai avansată, cu. creşterea 
: concentraţiei de 6— 8 ori fatà de initial, apoi păstrarea se poate face în 

atmosferă de CO, la 6°C. | 


În sucurile concentraté, ca, urmare. a creşterii presiunii osmotice, 
cînd greutatea specifică” este mai mare de :1 200, drojdiile' osmofile: ‘S. 
uvarum, Hansenula valbyensis, MA iip A si Brettanomyces nu. supra- 
viețuiesc mai mult de 7 zile la T9* 
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Drojdiile. osmotolerante din mere ca, de, exemplu: Debaryomyces, 
Candida :pulcherima:şi; Kl. apiculata: au supravieţuit 3 luni. în. sucuri. cu 
greutate specifică „1 300;. de. aceea. pentru a preveni, alterarea microbio- 
logică, păstrarea se poate face la temperaturi sub 5?C.; nd 

"În condițiile formării apei de condens la suprafaţa sucului: concen- 
trat, în urma diluării pot deveni active: drojdiile  osmotolerante şi să 
producă fermentația... i I" D 


4.10.2. MICROBIOLOGIA, SUCULUI DE MERE FERMENTÁT: 


„Pentru a favoriza fermentatia naturală a, sucului: de mere proaspăt. 
presat, în :practică, se dirijează activitatea drojdiilor, de fermentare prin 
adăugarea de SO, in concentratie 100. mg/l pentru, sucuri, cu. pH«3,3 si, 
150 mg/l la sucuri cu pH «4. God? iila vd d / 

„Prin, adăugarea SO, Candida pulcherima este distrusă după 3 ore, 
in timp ce drojdiile: din. genul -Saccharomyces.nu sint influențate me: 
gativ.. A | | Valia teanc 

Fermentafia spontană a .sucului de mere. Este iniţiată de drojdii api- 
culate si apoi'este continuată de :drojdii ale genului Saccharomyces. Ca 
urmare a sulfizării se poate diminua microflora la :1,30% din. cea ini-. 
tialà şi fermentația, este produsă. de drojdii 'sulfitorezistente din genul 
Saccharomyces. A să PH E 

. Culturile predominante in. fermentarea naturală a'sücului de mere: 
sulfitat diferă de la o întreprindere Ja alta, tinind cont’ cá aceste: drojdii 
_se: găsesc rar în 'ijiicroflora fructelor şi sînt contaminanti" ai secţiilor de 
prelucrare'-a merelor. Astfel, fermentația’ poate fi produsă de Saccha-. 
romyces cerevisiae, Hansenula sp., Brettanomyces sp. În unele cazuri 
există şi pericolul de dezvoltarei:excesivă a speciei” Saccharomyces lud- 
wigi, drojdie sulfitorezistentă care influenţează calitatea cidrului. 

"Fermentaţia dirijată a cidrului. Se poate realiza prin inocularea su- 
éului de. mere cu culturi de drojdii fermentative izolate din cidruri fer- 
mentate de calitate superioară. În acest scop, prin, sulfitare, pasteurizare 
scurtă sau filtrare sterilizantă, se reduce la minimum microflora natu- 
rală a sucului și se adaugă un. inocul astfel incit concentrația de celule 
să fie minimum 10° celule/cm? suegle mere. — EN 

Culturile de..drojdii destinate fabricárii,cidrului trebuie să prezinte 
următoarele proprietăţi: | l l T 

— capacitate de fermentare ridicată si sulfitorezistenţă, 

— să nu producă HS prin reducerea sulfatilor; 
„—'să-nu producă diacetil, acetoină, acetaldehidá' sau alte substanţe 
care să ducă la înrăutățirea aromei; 

— să prezinte stabilitate biochimicá; , 

——.sá se dezvolte optim la temperaturi de 8... 10°C; | | 

— să nu necesite un număr mare de vitamine în, mediu; ` 


Y 


—— să prezinte un anumit grad. de floculare, astfel încît celulele a 


se menţină în suspensie. pe parcursul fermentaţiei şi să formeze. depozit 
în cidrul epuizat în zaharuri fermentescibile; 
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în: procesul. de nutriție azotatá să producă substanţe: de: aromă: 
care Essen buchetul ca, de exemplu: alcoolii: superiori. (n-butanol; . n- 
hexanol, n-propanol șa), substanţe volatile: 'esteri, aldehide- şi cetone. 

Dintre “drojdiile “folosite ‘industrial la obţinerea .cidrului fac. parte: 
Port::350 R (Sacch.. ioviformis): care prezintă proprietăţi ideale de-flocu- 
lare şi, produce alcool: superior (n-propanol), Bordeaux 88; XTT: (Sacch. 
oviformis);. MCVC 1119 (Sacch. cerevisiae) Sacch. cerevisiae var. tur- 
bidans:.— drojdie nefloculantà folosită la obţinerea cidrului opalescent, 
Sacch. uvarum —' care sintetizează cantități mari de alcooli ‘superiori. 

.Procese biochimice în. fermentarea. sucului. de mere.. În timpul, fer- 
mentárii drojdiile de cidru produc, pe lingă alcool, cantităţi importante 
de We succinic, iar la pH— 3,4—4, se mai formeazà acid. piruvic, Și. acid 
malic 

În sucurile sulfitate acizii: piruvic si o-cetoglutaric.se acumulează 
in cantităţi mai mari decit în sucurile nesulfitate. 

In primele trei zile de fermentație, se” observă. o. creştere bruscă a 
cantităţii de acid piruvic la valorile. de 350. mei, iar după 16 zile .conti- 
nutul scade pînă, la 50—100 mg/l. 

Acumularea. piruvatului. si. aldehidei cup PN se poate, explica. prin. 
nutriția azotată insuficientă pentru a asigura un metabolism normal al 
. drojdiilor. 

Scăderea. acidității titrabile: la: sfirsitul: fermentaţiei, este A pir ac- 
tivitátii, drojdiilor. S-a stabilit experimental că drojdia Saccharomyces: 
cerevisiae, var, ellipsoideus consumă. 12—220/, acid: malic, Sacch.;.ovifor- 
mis 12—220/ si Schizosaccharomyces pombe 15—800. 

În funcţie de. condițiile, de. fermentare . si tratarea.;sucului, precum 
şi, de. particularităţile drojdiei, folosite, în, cidrurile. fermentate variază 
mult conţinutul în ulei fuzel si : componenţa. alcoolilor superiori. 

În':sucurile. sulfitate se formează cantităţi: mai. mici de alcooli supe- 
riori; cantitatea formată: — prin creşterea temperaturii de fermen 
tare peste 20 .: 29599 | 

Alcoolii: n hexănbliaț et n-butanolul, prezenţi si în sucul de mere, se 
pierd, in: timpul operatiilor- -de concentrare şi de recuperare a aromei, ast- 
fel încât in'cidrul obținut prin fermentarea” sucurilor concentrate, cantità- 
tile de ulei de fuzel sint foarte scázute. 

In; fermentația alcoolică a sucului de . mere importarite ' modificări 
au:loc in: ‘compoziția substanțelor. azotate. In. sucul de mere cantitatea, de 
azot total este redusă, în limita de 154—170 mg/l, din. care 63% este sub 
formă de azot aminic și 5—15% azot proteic. În timpul. fermentatiei 
85—900/5. din, aminoacizi liberi. ai sucului sînt folosiţi în nutriția azotată a 
drojdiilor „vii, iar, Ja “sfîrşitul procesului ; (după 14—16 zile)., se observă. O 
creştere. a azotului. aminic, ca. urmare. a eliberării din celulele de drojdii 
autolizate, 

La fabricarea: cidrului există anumite sfinatii cînd) fermentația se 
opreşte prematur: acest fenomen este. datorat: numărului redus de. celule 
de -drojdie sau a faptului că. în absenţa azotului asimilabil. multiplicarea 
drojdiilor. este. wéiee De aceea, se recomandă în astfel de;cazuri adáu- 
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garea de sulfat! de. amoniu (50: mg/L); tiamină (0,2 mg/l): şi eventual o 
aerare' care să favorizeze înmulţirea drojdiilor: 

: In mod accidental; fermentarea poate^fi. oprită datoritá prezenţei în 
suc. a;unor substanţe, cu efect inhibitor. (tanin în: exces, hidroximetiltur- 
furol, urme de substanţe insecticide. folosite în timpul cresterii ifryctelor); 
care se Pot elimina dini suc prin metode fizico-chimice. 


4.10.3. pom LA PĂSTRAREA CIDRULUI 


La sfîrşitul “fermentării, cînd zahărul“ rezidual este de 0 ,27—0,5%/0, 
păstrarea cidrului are loc în vase de diferite capacități pentru a se pro- 
duce autolimpezirea prin sedimentarea drojdiilor. În scopul limpezirii. se 
„mai poate aplica filtrarea (recomandată în condiţiile infectării cu bacte- 
rii) sau centrifugarea. 


În timpul decantárii se poate produce accidental Suche droj- 
diilor peliculare din genurile: Hansenula, ‘Pichia sau ‘Brettanomyces, sau 
„a bacteriilor acetice: Acetobacter acylinum. 


4 Dupà 'limpezire, de obicei, au loc cupajárl: pentru corectarea acidi- 
látii, a conţinutului în tanin și zahăr. "Dacă cidrul se prepară: din suc de 
mere concentrat, acesta! se amestecă cu zahăr și apă, se adaugă culturi 
de drojdii si se face: sulfitarea pentru” dirijarea fermentatiei; cidrurile 
obținute au. o aromă mai uniformă 'și au eei orae Supe- 
rioarăi) 4199 Ké 


i Înaintea opata De îmbuteliere se mai — cotecţiă! finală) ră 
adaos de acid citric, acid malic, zahăr, colorant; SO;. 


Cidrul necárbonatat se îmbuteliază în vase de plastic şi 'se face pas- 
teurizarea recipientelor sau sterilizarea cidrului prin filtrare sau 'pasteu- 
rizare' si „repartizarea în "Vase in prealabil 'sterilizate. ` Pasteurizarea 
'cidrului ze face în regimul 4/7 (852C0-—30 `s), care asigură: distrugerea 
formelor vegetative; ale bacteriilor. Deoarece sporii mucegaiurilor termo- 
„rezistente se distrug mai greu, se recomandă ' carbonatarea cidrului cu 
aproximativ DÄ vol. CO„/vol. înainte, de: pasteurizare (cidru spumos). 


- Cidrul; ;spumant se, obţine. prin : fermentarea, lentă „a zahărului  adău- 
gat în acest scop, in: recipientele. închise pregătite pentru livrare. Pentru 
a favoriza fermentația se poate adăuga sulfat de amoniu,si tiaminá, iar 
pentru armonizarea gradului de dulce se adaugă zaharină. Pentru fermen- 
Late se. aleg culturi de „drojdii floculante dacă se urmărește obținerea 
cidrului limpede sau culturi ` pulverulente 'pentru  cidruri opalescente. 


In, condiţii. industriale s-a. renunțat -la ` sampanizarea in sticle, fer- 
mentarea avînd. loc în rezervoare . sub presiune, jar operatiile de îndul- 
cire, “clarificare si. “îmbuteliere ` se fac în aparate presurizate. Cidrul im- 
buteliat trebuie să conţină 30—50 mg/l SO, care să prevină dezvoltarea 
drojdiilor în timpul păstrării și să acţioneze ca un antioxidant împotriva 
modificărilor de miros. Si culoare si Pad fi păstrat | un an la b» ee ac 
mai-mici de 10?C.« uj 


Sucul de mere térrnentàt poate- fi: folosit $i pentru: obtinerea vinului 
` de mere spumos, vinuri de: imere: spumante (cu nes grade eto 
„vinuri de desert. P 951 
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5. DROJDIILE CA. ALIMENT-MEDICAMENT 


-BSEGAL 


^ Medicina modernă acordă, în prezent, o importanţă tot mai mare 
alimentaţiei: dietetice, în anumite. maladii. vindecarea „sau ameliorarea 
fiind de neconceput fără o dietă, corespunzătoare. Alimentatia dietetică 
are însă un rol pasiv, fiind recomandate produsele. care nu afectează or- 
ganismul in condiţiile dezechilibrului determinat de boală. ai interzi- 
cîndu-se produsele care ar avea efect negativ... sei fară é 
În prezent, accentul este Dus Ge rolul activ. al alimentaţiei în, te- 
rapie, urmărindu-se realizarea și folosirea de alimente-medicamente. 
Într-un articol recent, „Frontiera dintre alimente dietetice şi alimente-me- 
dicamente*, Astier—Dumas (1983). arată că fiecare, clinică are tendința de 
a folosi alimente-medicamente, acestea reprezentind o metodă, modernă 
de tratament, care cîștigă tot mai.multi aderenti. Asemenea produse sint 
numite și alimente de. protecţie, deoarece ele se adresează, și colectività- 
tilor expuse la: anumiţi: factori-de risc, ca urmare; a; condiţiilor. specifice 
de muncă si de viaţă (Segal $i colab., 1986). Alimentele de protecţie au 
spectru mult niai larg, avînd un rol profilactic si reprezentind un instru- 
ment dintre cele mai eficace în concretizarea spiritului nou. al medicinii 


— acela dé a preveni, si nu numâi de a trata boala. 


Alimentele de protecţie sint bogate în substanţe biologic-active, în 
special în proteine, vitamine, bioioni și antioxidanți, urmînd a fi folo- 
site ca adijuvanţi în tratamentul unor: afecţiuni sau ca produși de bază 
în profilaxie pentru persoanele, sau grupele de persoane, cu un coeficient 
de risc crescut pentru unele afecțiuni ori expuse la ‘factori nocivi. Faţă 
de tratamentul clasic — de exemplu cu vitamine — alimentele de: prò- 
tecţie prezintă avantajul existenţei, echilibrate natural, a complexelor 
vitaminice şi à bioionilor, concomitent cu a unor sisteme antioxidante 
care acţionează la diferite nivele redox. Ele au rolul de a realiza, pe de 
o parte, echilibrul metaboliţililor. celulari, iar pe de altă parte, prin pre- 
zenta. bioantioxidanţilor, de a neutraliza lipoperoxizii responsabili dé 
dismetabolile de oxidoreducere,. de a. asigura restabilirea ` proceselor 
redox şi refacerea“ leziunilor 'celulare induse de produsii de degradare 
a lipoperoxizilor. ic AR AMA Dee | asi 

“În. consecinţă, alimentele de “protecţie prezintă următoarele . avan- 
taje (Segal și colab;, 1986): ` ` "or i Coon aeiia 
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— reprezintă o gamă de produse intermediare între medicamente 
și alimente, avînd avantajul de a completa disponibilitátile terapeutice 
ale medicinii, de a fi utilizate timp îndelungat fără efecte secundare, de 
a fi acceptate de bolnavi, fără reacţia psihologică adversă, existentă față 
de medicamente clasice; LK Akte. A8 ve HM 
.. | —- pot avea un rol deosebit in echilibrarea metabolismelor dereglate 
în bolile de nutriţie, cu o incidenţă alarmant. de crescută în prezent; 

— pot fi utilizate, in special, în alimentaţia unor categorii de popu- 
latie (copii, gravide, virstnici, sportivi, muncitori expuși la toxici sau cu 
muncă în condiții deosebite), care necesită un aport suplimentar de tro- 
Íine, pentru care se pot realiza produse speciale, în conformitate cu re- 
comandările specifice; . | 

— prin conţinutul ridicat de vitamine, în condiţiile în care vitami- 
„mele de sinteză sînt produse! de import (cu excepţia vitaminei C), droj- 
diile alimentare pot reprezenta. un aport important în aceste substanţe 
nutritive, .cunoscind. si: faptul că vitaminele. naturale sînt mai eficiente 
decît cele de sinteză. ^^ ions ks 
` " Utilizarea medicalä a drojdiilor datează încă din antichitate si ge 
pâre că egiptenii antici prescridu berea ca cicatrizant al plăgilor si ar- 
surilor (Bernasconi, 1986). Mentionarea drojdiei în farmacopee se face 
însă la sfîrșitul secolului XIX, fiind vizată în special drojdia de bere 
Saccharomwjces cerevisiae. În 1899, 'Brocq (citat de Bernasconi) a fost 
primul care a studiat efectul drojdiilor în afecțiunile cutanate, pornind 
de la constatarea că muncitorii din fabricile de bere nu cunoşteau fu- 
runculoza. Stabilindu-se faptul că drojdiile au acţiune benefică asupra 
florei intestinale şi datorită determinării ulterioare a unor cantități mari 
de vitamină B; prescriptiile medicale s-au extins in tratamentul avita- 
minozelor B, a alcoolismului, a cirozelor, a diabetului, a diferitor der- 
matoze, a înjuriilor intestinale acute şi cronice. (Bressani, 1968, Peppler, 
1970, Bernasconi, 1986). x 7 | | 
„„„„„Utilizarea. pe scară. largă a antibioticelor, cu efecte perturbatoare 
asupra microflorei intestinale, a determinat un interes si mai mare 
pentru drojdii, în special după ce s-a constatat că accidentele, digestive 
ale „antibioticelor, provoacă o. distrugere, a microflorei sintetizatoare de 
vitămine B, mma SC 
„În. Paralel, utilizarea, drojdiilor, s-a dezvoltat. ca sursă, de aport. pro- 
teic si vitaminic, în stările de caşexie, şi de. denutriţie, „Cercetările, ştiin- 
tifice începute înainte de primul, război mondial, apoi. utilizarea pe. scară 
largă a drojdiei de bere în Germania în timpul războiului, în, condiţiile 
unor. restricţii alimentare, severe, au; pus, în. evidenţă faptul, cá. biomasa 
levuriană. reprezintă un. material. biologic. valoros, cu o compoziţie, chi- 
mică, complexă si, armonioasă, capabilă. să; asigure organismului, uman 


un aport de nutrienți cu valoare energețică,; şi nutritionalá ridicată. şi, 
după :caz, 0 valoare terapeutică, ha abixo 
„(În “concepţia actuală; există. două forme. principale de utilizare a 
drojdiilor ca. medicament-aliment (Goünelle-si Cofman; 1956, Bernasconi; 
1986): “olisi 
"— drojdii viabile; sub forma unor suspensii vii, în majoritatea 'cazu- | 
rilor uscate prin liofilizare, care asigură o echilibrare a pH-ului intestinal 
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şi exercită. Si o activitate “enzimatică, accentul fiind: pus pe: activitatea 
metabolică; we 

OR drojdii inactivate: printr-un SAL ends Kei, la :carexinteresul 
principal îl reprezintă valoarea nutritivă şi compușii . biologic . CR 


5. i. DROJDIILE VIABILE. CA MEDICAMENT. i 


În prezent, drojdia-medicament cea mai. utilizată. este DI tit JA 
boulardii cunoscută si sub denumirea de „Ultra Levuren care se utili: 
zează in dereglările gastrointestinale.- 

Cercetàkile farmacologice au. arătat, că ingestia. de 8. boulardii are 
efect protector, preventiv și/sau curativ, evidenţiat în numeroase modele 
pe. animale. ep diaree, colite. at infestári. Speicher ale: tubului 
digestiv: 

— diaree provocată. de Escherichia coli . enterotoxicogenă da? șoareci 
(Massot şi: colab., 1982); 

^ ^— colite datorate lui Clostridium difficile E Vased (Toothaker si 
Elmer, 1984); 
— infestarea digestivă cu Candida albéeahs id; BS, axenici si Ja 
sobolanii tratați cu ampicilinà (Toothaker și Elmer; 1984); 

—— 'amibiază caecale datorată lui; Entamoeba Fer la Faton 
(Bernasconi, 1986). 

Acest 'efect protector seste an "pe de vitalitatea! qM Ia de 
S. boulardii, pentru. cá el dispare atunci cînd celulele. sînt distruse: prin 
mojarare' (Massot și colab., 1982) sau prin încălzire, (Ducluzeau şi Ben- 
saada, 1985); | 

La ora actuală, se ir irüdbiedrele/ reconiandári terapeutice pentru 
drojdiile ce-şi: “păstrează: activitatea vitală: 

— preventia; (Segnela si colab., 1978) si tratamentul, (Ligny, 1975) 
accidentelor. digestive. (diaree, candidoze) datorate antibioticelor; 

; —. tratamentul gastroenteritelor acute (Chapoy,1981); 

— tratamentul diareilos; datorate colonului iritabil. (Maupas si. n 
lab. 1983)5. en 

m~; prevenirea rt în. cursul alimentației. enterale (Tempe si 
colab., 1983), "E. 

Explicații precise. privind Ge Ep de acţiune a ; drojdiilor-medicament: 
nu sînt încă. suficiente. Ipotezele..mai vechi, privind efectul, exercitat 
prin intermediul vitaminelor B sau printr-un. efect de reinsàmintare, 
sint in prezent abandonate si respinse. Există mai. multe ipoteze care 
urmează să fie verificate și confirmate, 

Efectul de antagonism microbian sin vivo“, Ducluzeau (1985). a de- 
scris existenia..unui fenomen de antagonism microbian „in vivo* exer- 
citat de ;către S. boulardii faţă. de diferite, tulpini. de Candida în. tractul 
digestiv.. al sobolanilor . gnotoxenici, Acest efect. antagonic, preventiv Şi 
„curativ, prezintă, o anumită specificitate (activ, contra C. albicans,. C. kru- 


 . sei, C. -pseudotropicalis şi. inactiv faţă, de C. tr opicalis). Acest, efect dis- 


| pare dacă celulele: de S. 'boulardii, sint omorite prin, încălzire... e» 


; Procesul a fost, descris. ca „Primul, exemplu al unui fenomen de an- 
tobă ut microbian exercitat in. vivo de către: microorganisme. care nu 
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fac: parte integrantă din. dédeisteitiul tubului digestiv, dar” pe. care-l tran- 
ziteazá 1 in număr ridicat fără a pierde viabilitatea“. ` 

Modularea efectului de producere a. toxinelor: bacteriene. Această ac- 
tivitate a lui S. boulardii este. exprimată în diferite moduri, în funcție” 
de modelul experimental: . 

— în modelul de ansá jejunalá S. boulardii inhibă secreția hidro- 
sodată indusă de inocularea id E a toxinei holerice (Vidon si co- 
lab., 1986); 

vo administrarea. preen a: doi S. 'boulardii. reduce. puternic mor- 
talitatea Sobolanilor : gnotoxenici: inoculaţi oral cu Clostridium difficile. 
La soarecii supraviețuitori s-a: observat o diminuare: considerabilă a 
concentraţiei fecale a citotoxinei, în timp ce numărul de C. difficile: este 
puțin: modificat: 

‘Activitatea imunomodulatoare.. ‘Este posibil ca activitatea anias 
tioasă : a! drojdiilor: din: genul Saccharomyces:să stimuleze. sistemul imu- 
nitar .nespecific., Încă din -1941, Pillemer: a ‘constatat “că: extrăctul. de 
Saccharomyces cerevisiae prezintă proprietatea "Oe a activa ` comple- 
mentul. 

Recent, Diluzio. (1983). a . observat existenţa. în . pereţii celulelor de 
S: cerevisiae a unui -glucan pe 'caré La calificat ca: „stimulant! cu: larg 
spectru al mecanismelor de apărare“ (Diluzio, 1983). 

“Printre numeroasele. influenţe ale'acestui glucan asupra sistemului 
imunitar sînt de subliniat stimularea activităţii. macrofagélor: si- polinu- 
clearelor şi activarea sistemului complementar: Aceste. proprietăți sînt 
corelate. cu. efectul protector ín: infecțiile: bacteriene, fungice Si para- 
zitare. 56 i 
^. Creşterea activităţii. dizaharidazelor intestinale. „Atât la om, cit şi, la 
şobolan, administrarea orală a lui S. boulardii antrenează o creştere. mar- 
' cantă a activității specifice: a: dizaharidelor (lactazá, zaharază, maltază) 
din bordura in perie'a epiteliului intestinal (Bernasconi, 1986). 

Explicatia acţiunii benefice a drojdiilor. active constă în importanţa 
care se acordă în prezent biócenozei gastrointestinale 'subliniatá de stu-. 
diile. recente (Gastineau și €olab.,1979,: Dumitraşcu, 1987) câre au eviden- 
fiat rilul complex “al florei bacteriene. intestinale. (Blanc, 1984, Curr, 
1984, Lemonier, 1984). Ea se află "mm strinsă interacţiune cu intestinul 
gazdei, prin: competiția. reciprocă de utilizare a substanțelor nutritive, 
modificări de pH și! potenţial redox, sinteză de factori de creştere, acti- 
uni -enzimatice Și de transmitere a rezistenței. la antibiotice. "Principalele 
efecte! fiziologice sînt următoarele: 


"—Rol digestiv si metabolic. Participă là: digestia ami- 
donului şi a altor glucide, chiar a celulozei, cu producerea de acizi orga- 
nici şi „gaze, În perioada de alăptare, bacteriile” lactice, prin producerea 
rapidă. a'acidului lactic, micşorează pH-ul tractului intestinal pînă la 
ileon. Animalele tinere alăptate natural 'sînt rar victime ale 'accidentelor 
digest deoarece, bacteriile lactiee se găsesc în permanenţă” la suprafață 
inini de la nastere determină o creştere a mortalităţii animalelor tinere 
in proporţie . de. 3—4109/, ca’ urmarea distrugerii microflorei lactice intes- 
tinale) Dacă animalele ; prezintă accidente digestive de tip: diareic, prin 
utilizarea bacteriilor. lactice! sau a produselor care contin bacterii lactice 
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aceste accidente dispar în 2—3 zile. Bacteriile intestinale sintetizează toate 
vitaminele hidrosolubile: (cu excepţia vitaminei C) si vitamina :K interve- 
nind în absorbția: $i: asimilarea Jor. Aceste vitamine asigură totodată o auto+ 
stimulare a florei lactice și facilitează dezvoltarea ei în detrimentul KT: 
mehilor indezirabili. 

Flora intestinală produce e e ri, acizilor biliari in: produşi de. 
jugati, în special în acid dezoxicolic: și acid Jitocolie si micșorează ab- 
sorbţia. lipidelor (Demarne, 197 9).. 

— Funcție de apărare sk participare. 9. Silio 
bru: L imunolo gie Flora normalá se. opune dezvoltării. anormale a 
germenilor patogenici. sau. putrefianti: "prin acidifierea: mediului si secre- 
ţia de substanţe antibiotice specifice. Lactobacilii au: acţiune: antagonistă 
foarte puternică față: denumeroase bacterii. din tubul digestiv, prin actiu- 
nea sinergică a mai multor, factori: aciditate, antibiotice, 'secretarea de 
vitamine cu, rol autostimulant si prin fenomene imunitare’ induse la: gazdă. 
Antibioticul produs. de: LL, acidophylus-a fost numit acidofilină sau acido- 
liná:si are o. actiune-inhibitoare foarte „netă; asupra bacteriilor „patogene - 
(Ienistea, 1965). Streptocoeii' lactici au acţiune inhibitoare:marcantă asupra 
stafilococilor;: Salmonellelor şi: faţă de Candida albicans; (Rasic, 1963). 

— Mentinerea morfologiei. normale a. intesti- 
nului. Animalele. axenice, prezintă leziuni. degenerative cunoscute sub 
denumirea. de. „inflamație. fiziologică“ (Stanbury, Whitaker, : 1983). 

Modificarea microflorei prin.predominarea clostridiilor faţă. de Bé: 
teriile lactice „poate conduce Ja dereglări fiziologice, deosebite printre 
care. şi, dezvoltarea; maladiei canceroase, Cercetări epidemiologice austa- 
bilit.cá există. o. corelaţie, semnificativă între alimentaţia „de. tip. occiden- 
tal* care favorizeazá cresterea densităţii lui. Clostridium paraputrificuni, 
mărirea. concentra Ee, acizilor biliari şi riscul, faţă de cancerul colonorec- 


metabolism care, stimulează microflora lactică. 
5.2. DROIDIILE INACTIVATE IN ALIMENTAȚIE ȘI TERAPIE 


Spre. deosebire de drojdiile viabile, a căror eficacitate. se datorează 
proceselor: metabolice “proprii, drojdiile inactivate, sînt! “supuse unor. pro- 
cese de prelucrare care determină moartea celulelor și un acces mai uşor 
al sucurilor gastrice la componentele: prezente in celulă, efectele favora- 
"bile fiind rezultatul compușilor biologic-àctivi prezenţi. Celulele: de .droj- 
die aù membranele greu hidrolizâte de către enzimele tractului digestiv 
sl, ca urmare, pentru îmbunătăţirea. digestibilităţii, pentru o mai bună 
“valorificare” nutrițională a componentelor, se aplică diferite procedee de 
plasmoliză, autoliză (Gounelle si (COR M 1956, Bressani, 1968, Peppler, 
1970 l 
a eo ea se. realizează prin mărirea presiunii osmoticè cu! ajutorul 
‘clorurii: de sodiu,.a zahărului; În această categorie ;sînt cuprinse si produ- 
sele: la care membrana celulară .este denaturată sub: actiunea: temperatu- 
rii, care de fapt sînt termolizate de drojdii. 
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Hidroliza:se face în! mediu acid, în prezenţa - — RI" clorhidric, în 
special, rezultînd produse asemănătoare hidrolizatelor proteice.: Este un 
tratament; dur, care, poate. provoca pierder ea unor componente valoroase: 

 Autoliza. constă in. descompunerea i țesutului celular sub . acțiunea 
enzimelor proprii. Concomitent cu descompunerea' membranei 'protoplas- 
matice si permeabilizarea pereţilor celulari are loc hidroliza substanțelor 
proteice. de; structură, a. glucidelor complexe si a altor! componente. Auto- 
liza drojdiilor se realizează prin obţinerea unei suspensii de celule de 
drojdii. cu umiditatea de aproximativ 80%, án. prezenţa “unor: substanțe. 
antiseptice ca::toluen, cloroform, esteri ai acidului acetic! ete: Procesul 
decurge la temperatura de:45...60?C, timp! de :2-—4 ore, la pH=5,2— 
5,5, asigurînd o amestecare. intensă. Prezenţa substanţelor `: ântiseptice 
ridică probleme: toxicologice, din care cauză aplicarea! metodei are o uti- 
lizare limitatá. ^. 

Din punct de vedere al realizării! „produselor de: drojdie. tip aliment- 
medicament, cea mai mare aplicare o are: tratamentul termic ce exercită 
două efecte importante: a) denatureazá structura pereţilor celulari, aces- 
tia devenind uşor accesibili atacului: enzimelorodigestive; b) inactiveazá 
microflora: nedorită, permitind obţinerea unor produse salubre; 


Numeroşi autori: Părson, Williamson, Johnson”. (1945), Kingsley, 
Parson (1947), Hochberg si: cólab,, , (1945) Price, Marquette si Parson (1947), 
Jacquot, ‘Justin— Besançon (1947), au demonstrat că drojdiile tratate ter- 
mic exercită un efect biologic net: superior drojdiilor. vivante, absortia 
proteinelor, Și vitaminelor fiind net. superioară. Mai mult decât atit, droj- 
diile supuse la un proces de uscare la temperatură joasă, sub. formă de 
„vermiceli&, la: care drojdiile nu sînt distruse, pót determina efecte negá- 
tive . (Matet . şi. Fridenson, 1945; Jacquot și Biroloud 1953). 


Numeroase -studii fácute pe. colectivităţi au pus în evidenţă buna 
toleranţă. a produselor din. drojdii şi efectele benefice. trofice oe. care le 
exercită (Gounelle Si. Cofman; 1956,  Bressani,. 1968, .Peppler,. 1970). 


“Singura obiectiune care se ridică în folosirea drojdiilor în alimentaţie 
este conţinutul ridicat de acizi nucleici, ceea ce poate influența negativ ` 
metabolismul acidului uric. S-a stabilit însă cá, în doze pînă la 10:g:pre- 
parate din drojdii. pe zi, nu există nici-un efect mean decelabil (Gou- 
nelle si Cofman, 1956). 


j Experimentele făcute de armata: elveţiană: în 1934 pe 4 376 soldați a 
demonstrat că administrarea: ab'g de drojdie, zilnic mărește. capacitatea 
de efort și creşte rezistența la boli (Baumann, Von. .Deschwanden; 1934). 


Rezultate similare 's-au obtinut.prin administrarea de drojdie solda- 
Hor francezi, ca fortifiant in. diferite supe si biscuiţi. Produsele au fost 
bine. acceptate gi se. consideră că se poate SE cantitatea de 10. g/zi 
(Richard, 1955). . 


In experimentele efectuate. pe ugeet? careiau acceptaţi un regim 
alimentar restrictiv la 1 750 kcal/zi,; suplimentarea eu drojdie de bere, 
între 50—100 g/zi, a determinat o Maa iis a HEN petis Și o creş- 
tere a vigorii. (Crosnier,. 1945). 

Ín' S.U.A, în “diferite. clinici si in unele. grădinițe pentru copii, se 
utilizează concentrate proteice : ;pe bază de drojdie, administrate în doze 
pînă la 10 glzi. ` 
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În Franţa, CNERA dida enap încă din 1953 administrarea. copiilor 
alimentati în ; colectivităţi a unor doze zilnice. de 10 e drojdie uscată 
pentru. a asigura o suplimentare în vitamine. si factori biologic-activi.. 

Organizația „Mondială a Sănătăţii recomandă: folosirea | drojdiilor 
alimentare. ca! cea mai ; eficientă, sursă de vitaminizare a alimentelor. 
pentru: copii; dä 

Cercetări complexe: efectuate în ultimii ani au justificat introduce- 
rea unor diete continind produse obţinute din drojdie, rezultate în urma 
a diverse tratamente, în vederea vindecării sau ameliorării unor! afecțiuni 
digestive, hepatice, inflamatorii, nervoase. În cazul unor maladii: de nu- 
tritie, al. aterosclerozei, diabetului, obezității, afectiuni ale ficatului ai 
sistemului. nervos, utilizarea. unor diete de pînă la 35 g.pe zi a condus la 
ameliorări evidente în starea bolnavilor. 

Încă din anii '60 în clinica de. nutriţie si: boli metabolice a. spitalului 
clinice Cantacuzino, drojdia. de bere era utilizată în tratamentul diabetu- 
lui, 'distrofiilor. si a denutriţiei., În S.U.A., Offenbacher si Pi Sunyr-de la 
St. Lake Hospital Columbia. University comunică 'cresterea tolerantei la 
zahăr a bolnavilor de diabet: cărora li s-a administrat: drojdie, Concomi- 
tent se înregistrează si o diminuare a conţinutului de lipide totale ła. 
persoane cu hiper colesterolemie. (Offenbacher, Disunyer, 1980). 

^ Efectul. pozitiv : în diabet al produselor De 'bază de drojdie: se- aplică 
prin faptul că s-a izolat un factor de toleranţă la glucoză notat GTF. (glu- 
cose tolerance factor) în: care Cr?* se. găseşte. complexat într-o formă 
încă ! necunoscută. S-a emis ipoteza conform - căreia Crt acţionează, ca 
un cofactor ` tal insulinei la: nivel celular. (Goldin st Gorbach, 1984). 
Aceasta explică, și existența unui: brevet de: obtinere: a drojdiei imbogà- 
tite in ioni de crom care manifestá un efect superior'în tratamentul bol- 
navilor de diabet (Skogerson, 1981). 

Maren. capacitate.a 'drojdiilor; de a forma complecși cu metalele şi-a. 
găsit o largă utilizare în vederea obţinerii unor preparate terapeutice de 
mare: eficacitate, Pe acest principiu se obţine o drojdie îmbogățită în 
seleniu, în care metalul -este legat. de aminoacizii cu sulf formînd seles. 
nometionină, selenoglutation, selenocistiná, selenocisteină, ou care .s-au. 
obținut rezultate bune în protecţia persoanelor deficitare în aceşti ami- 
noacizi, în bolile cardiovasculare şi cancer (Vasimo, 1983), 

‘Conținutul ridicat în proteine. si vitamine . exercită un. efect pro- 
tector asupra, ficatului, contribuind.la „prevenirea degenerării. celulei he- 
patice și, la revitalizarea: funcțiilor acesteia, iar conţinutul bogat în ami- 
noacizi intensifică acțiunea hepatoprotectoare. . 

în U.R.S.S..s-a obţinut, un .autolizat. de drojdii. „folosit. cu succes în. 
alimentaţia parenterală. sub. denumirea de .autolisin (Satrohova, 1984, 
Nekliudov, 1985). Administrarea, .acestui.. preparat sobolanilor cu hepa- 
tită acută, 'cauzatà, de i D-galactozamină. a determinat o substanţială nor- 
malizare a spectrului. de. aminoacizi. din.: plasma sîngelui şi :ţesutul eere 
bral (Nekliudov, 1985). 


Rezultate bune s-au obţinut si în dun digestive, unde exercită un 
‘efect trofic. important 'datorită aportului. de. proteine. şi vitamine (Voro- 
bieva, 1873, Mungiu, 1984). 2n 


Experiențele efectuate pe. cobai au demonstrat cá. pi er expuse 
la diferite! DES ca de exemplu Tone de carbon, cu: un 
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deficit de; vitamine. în ratie, prezintă . afectiuni aile. sistemului nervos, 
scăderea greutății ‘corporale, micşorarea: temperaturii corpului Şi a con- 
centratiei de acid 'hipuric. în: urină. În schimb, se :mărește conţinutul 
total de lipide si colesterol în ‘plasma sanguină, concomitent: cu micsora- 
rea. concetratiei de proteine. și de grupări -SH în plasmă, cu diminuarea 
„activităţii glucozo- 6-fosfatazei. Adăugarea de vitamine hidrosolubile ca: 
tiaminá, riboflavină,  niacină, "piridoxină, ciancobalamină $i acid. folic, 
vitamine, existente in drojdia de bere în. concentratii^ mari; frineazü 
efectele negative menţionate. 

Vaserman. și: colab (1967), utilizînd drojdie de: bere: uscată, ou con- 
statat'cresterea rezistenței organismului. șobolanilor supuşi intoxicației 
cu sulfurá de carbon, inclusiv scăderea: 'steatozei și: creșterea  fosfoli- 
pidelor. 

Biroland (1969) a făcut: o sinteză a: cercetărilor franogiie privind 
efectele. terapeutice ale drojdiilor unicelulare, menţionîrid următoarele: 

i—prof. Dumont, de la. Facultatea de medicină din Lyon, à-admi- 
nistrat zilnic 10 e de drojdie: uscată, sub: formă''de. dnageuri femeilor 
însărcinate. În afară de: faptul că. nu s-a constatat. nici o contraindicatie, 
s-au! înregistrat efecte benefice: in: ice a dureri ale membrelor 'in- 
ferioare, vărsături, obezitate; 

„il şcoala de "puericülturá: din Paris a Mois cá administrarea 
zilhică de 10 g: de. "drojdie 'uscatü exercită. un'efect. ușor galactogen la 
femeile cu. Hactaţie slabă și. o acţiune netă asupra 'ăsteniei; 
os ie prof. Kaplan a administrat sugarilor între 2 sl 8 lunic0, 5—0; 7 g 
drojdie uscată: pe kilocorp. Rezultatele bune . obținute; au, determinat; re- 
comandarea de a fi introdusă în fáinurile alimentare t copii. cà 
produse. de: completare; 
—. Institutul Rousey a inregistraf rezultate: vid bune. în: cazul 
ai cora CU 'drojdie a bolnavilor. denutriţi şi „bolnavilor: de cancer; 
b s»s—: prof, Gounelle a «constatat: ameliorări semnificative prin cadmi- 
nistrarea. a On .g de drojdie, zilnic, la: bolnavii cu. afecțiuni diverse. El 
preconizează distribuirea. sistemtică a. 10s -g drojdie uscată ie; zi in toate 
Sage Hale a fortifia organismul: i 
| js 


9.3. CORELATIA DINTRE COMPOZIȚIA CHIMICA 
„A DROIDIILOR SI EFECTELE TERAPEUTICE, 


DI 


^ Compoziţia dift a  diojdiilor “depinde, in mare măsură, de me- 
diul folosit! pentru, dezvoltare ` și anume, de conţinutul in, substanţe azo- 
toase, minerale și vitamine. Se consideră. că pot fi' luate în “atenție o 
diversitate mare'de materii” prime ca: 'extrăctele -de' cereale, 'melasa ` de 
sfeclă si trestie, reziduurile de la’ fabricarea zahărului, apele industriale 
din industria fructelor de citrice, a sucurilor de. fructe, lactoserului re- 
zultat din industria brinzeturilor, prodüsele secundáre- de la 'distilări, 
hidrolizatele de celuloză Si produsele ali des de là prelucrarea celu- 
lozei (Stancu și Segal, 1975). 
"Din marea! diversitate de drojdii, pentru "— umanä se uti- 
lizează în special Saccharomyces ‘cerevisiae; Si lactis, Torulopsis: utilis 
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si în ultimul timp Candida tropicalis. Saccharomyces şi Torula au cea 
mai largă utilizare în: alimentația umană. Prima se caracterizează prin- 
tr-o concentraţie a proteinelor si vitaminelor. “mai! ridicată, dar pre- 
zintă exigente de mediu mai. mar, Astfel, ele. nu utilizeazá galactoza 
si xiloza. In schimb, T'orula are un caracter mai „rustic“, se adaptează 
mai ușor'la condiţii dificile, fermentind o gamă mare de glucide: glucoză, 
fructozá, manoză, galactoză, zaharoză și xilozá. ` | 
“Mediile de cultură trebuie imbogátite, "mm azot, principalele surse 
fiind amoniacul, sulfatul de: amoniu, fosfatul de amoniu, ureea și unii 
aminoacizi ca asparagina. Interesul pentru Torula este crescut si dato- 
rită. faptului cá pentru proliferare nu necesită prezența azotului or- 
ganic.. | ^ NUN i ye | P 
''.-Exigentele minerale ale levurilor sint multiple, ele necesitind o 
îmbogăţire in fosfor- prin folosirea, de fosfati (diamonic, trisodic . ...), in 
potasiu (KCl sau, KHSO,) în magneziu, prin administrarea: de sulfat 
de magneziu. Randamentul torulelor poate! fi ameliorat prin adăugare 
de sulfit de sodiu. ' ^ Ww" TM a | | 
În toate .cazurile este necesară corectarea „pH-ului la valoarea 5. și 
asigurarea temperaturii de multiplicare de Sak ae . 2 
| pin marea diversitatea de medii de cultură. utilizabile pentru pro- 
ducerea drojdiilor destinate alimentaţiei umane, în: special pentru .obti- 
nerea produselor de-tip-aliment-medicament, nu pot fi luate in consi- 
derare ; decît- cele care. se caracterizează printr-un grad înalt de 
salubritate. Din această categorie fac parte numai extractele de cereale 
siJectoserul..i "uw Pus H aem dee xe Menuet ds ders 
. Drojdia de bere rezultată- ca produs secundar ‘la fabricarea | berii 
reprezintă materia primă utilizată cu predilecție.: în scopurile mentio- 
nate datorită condiţiilor stricte de igienă. aplicate în industria berii si 
a faptului că mustul de malt, folosit ca substrat, reprezintă un mediu cu 
o valoare nutritivă ridicată, ceea ce favorizează biosinteza unor cantități. 
mai mari de vitamine'si substanţe biologic-active- Top de alte medii, mai 
sărace. p WA | | R 
. "^ Compoziţia chimică a drojdiilor de bere se caracterizează printr-o 
mare: complexitate. Din punct de vedere alimentar se constituie un ade- 
vărat concentrat de proteine si vitamine (tabelul 59). Se constată cá levu- 
rie se, detaşează net de toate alimentele-prin marea -densitate nutritionalá. 
Drojdia uscată este foarte. bogată in proteine. Raportul calorii pro- 
ieice/calorii neproteice este 0,55 față de numai 0,08 la cartofi, 0,10 la 
piine. ii ceafă NEC UP e yn e | 
` Compuşii cu azot. Peste DO din substanța: uscată a drojdiilor este 
constituită din compuși cu. azot, dintre care 80% sint aminoacizi, 120/, 
acizi nucleici si 89/; azot amoniacal. 1 MT OR TERM 
"Aproximativ 7%% din azotul total il reprezintă aminoacizii liberi. 
în ceca ce priveşte conţinutul in aminoacizi esentiali ai proteine- 
lor (tabelul 60) se 'constată -că drojdiile sînt bogate în lizină și valină, dar | 
mai! sărace în: aminoacizi. cu ‘sulf. Compoziţia în aminoacizi a drojdiilor 
depinde, în mare măsură, de caracteristicile! speciei şi de condiţiile de 
cultură. ` MW TIAE PES | 
 "mebuie' subliniat faptul că celulele de drojdie au, în schimb, un 
conţinut foarte ridicat: în glutation (5%), bogăţia mare în acest compo- 
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“Tabelul 60 


Conţinutul mediu (QA) in aminoacizi  esentiali al unor proteine: ue și vegetale 
(După pm ER 'Bolling) 


Aminoacizi Drojdii © A Ouă Porumb : DL yai Se 
-"Argininá 43 6,4 4,0 „5,5 9,9 
Histidină 2,8 BA -24 > ët 2,1 
Liziná T5 Oe 2 6,0 3,0 
. "Tiroziná 4;2 4,5 6,1 ZIA 44 
"Triptofan 13 15 E? (pa te^ /C0 
Fenilalanină 41 EA 5;0 6,0 53054 
" Cistiná | LA 2,4 Ll: L0.. 21,6 
Metioniná 2,0 ST 0. 3,0 sue 
Treoniná 55: "A9 3,6 4,0 py e 
Leüciná 3 19,2- "21,5. 13,0 D 
Izoleucină: 6,0) 80; 3,6. 1:5830: : 3,4: 


nent, cea, mai ridicată dintre produsele naturale, permitind elaborarea 
unor procedee.. industriale. de. obţinere. a glutationului farmaceutic din 
drojdii. 

După cum. este: cunoscut, glutationul este ; constituient prikasal al 
sistemelor. biologice'funcţionale, indispensabil pentru dezvoltarea si supra- 
vietuirea: celulei. Datorită structurii. sale: chimice. se: „manifestă, în diferite 
condiţii, ca acid, aminoacid, peptid, Gol, donator de grupări ^r-glutanil. 
Rolul său in metabolismul celular: este multiplu și „complex, dar “reacția 
metabolică cea mai importantă este participarea sa la sistemele: de öxi- 
do-redücere (Oeriu si Oeriu, 1977). ` 

~ Glutationul contribuie. activ. la biosinteza. proteinelor, Stimulină 
în special, etapa finală. a. acestui proces. El are Oo importanţă majoră în 
procesele. de cariokinezá, În timpul formării. „aparatului mitotic creşte 
“concentraţia. glutationului total, în timp ce în interfazà, cînd. în celulă 
au loc restructurări metabolice ai pregătirea pentru “diviziunea : celulei, 
concentrația: glutationului: total scade. 

: Glutationul! reglează acțiunea a numeroase enzime proteolitice 
(pepsină, catepsină! ete), a celor din metabolismul glucidic (hexokinaza, 
aícooldehidrogenaza"etc.), a esterazelor, a “anhidrazei - carbonice: etc. 
„Intră, ca grupare prostatică, în constituţia unor’ enzime cum ar fi trio- 
zotostatdehidrogenaza, enzimă din. „procesul de' degradare anaerobá a 
glucidelor. | 

Glutationul este considerat ca un sistem redox, reversibil. în. meta- 
þbolismul,celular:şi- activator; al enzimelor tiolice. Scăderea valorii. gluta- 
ionului. oxidat. şi creşterea raportului G- SH/G- S-S-G, prin. reducerea gru- 
párilor. -S-S-, reprezintá un indice important al proceselor.de oxido-redu- 
cere-din-organism, cu implicaţii mari in sanogeneză. Creșterea grupărilor 
ditiolice determină- inhibarea activităţii catalitice a ,enzimelor: tiolice, cu 
“tulburări profunde ale metabolismului. 
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Sistemul celular de oxido-reducere a glutationului este determinat 
de multiple sisteme enzimatice, rolul.principal avîndu-l glutationperoxi- 
daza care neutralizeazá peroxizii cu oxidarea glutationului: 


in Mn Lad VEO d 
Qo d 


2 GSH 


G—S-S—G 


xi NADPH | 

Reacţia inversă este  catalizatá | sub acţiunea | glutationreductazei 
NADP-dependente. Ee ID NI VI | 

Glutationperoxidaza are un rol important de protecţie a celulei faţă 
de diferiţi poluanti (nitriti, nitrozamine, peroxizi, | metale), substanţe 
toxice ca tetraclorura de etil, medicamente etc. După eum arată Olinescu 
(1982), această, enzimă reprezintă cea mai eficientă. protecţie faţă de pe- 
roxidare deoarece: combină capacitatea de antioxidare a tiolilor cu' cea 
a seleniului; produsele reacției nu sînt radicali liberi ci substanţe: hidro- 
solubile, ușor “metabolizabile; -neutralizeazá--toate- “speciile de peroxizi 
existente in mediile biologice; foloseste ca substrat glutationul, cel mai 
valoros compus tiolic, prezent in toate celulele animale și uşor de rege- 
merat prin suntul pentozofosfat; descompune apa oxigenatá mult mai 
eficient decît catalaza. r i 

Glutationul participă “și la eliminarea "substanțelor: străine, inclusiv 
a “cancerigenilor ` din organism: prin intermediul. glutationtransferazei. 
« În general metabolizarea :xenobioticelor: pătrunse in: organism. are 
loc in ficat, prin intervenţia a diferite enzimei care actioneazá, fie direct 
De substanța, străină, ;cînd structura. acesteia, este asemănătoare cu aceea 
a „substratului Jor natural, fie; a metabolitului. folosit într-o reacţie de 
conjugare. Natura enzimatică a transformărilor. si participarea unor, me- 
taboliti protidici la reacţiile de detoxifiere explică relaţia dintre rezis- 
tenta organismului la agenţii chimici si aportul proteic. ' i 

Glutationul. influenţează favorabil. imunitatea, mărește «rezistenta 
organismului! față de cancerigeni'si de actiunea mutagená a radiațiilor 
(Oeriu, Oeriu,' 1977). [run 3 ETT DS 

Vitaminele, Conţinutul în vitamine 'al drojdiilor variază “în funcţie 
de specie, cantitatea cea: mai mare fiind “determinată in drojdia de bere 
(tabelul. 61). . wiren sonmi 55$ Tunc 
Dar ei in; cazul drojdiei, de bere s-au determinat. variaţii mari, în 
funcţie; de recoltare, drojdia. de la. fermentație, secundară „avînd o con- 
centratie mult mai ridicată în vitamine. .. ab, 
„De remarcat faptul că drojdiile de bere sînt adevărate concentrate 
(tabelul 62) de vitamine B, ele fiind. net superioare altor surse vegetale 
sau animale și reprezentind materii prime pentru obţinerea acestora în 
scopuri farmaceutice. | ; Kei 

" Compoziţia chimică a drojdiei de bere este prezentată în tabelul 63. 

Marea concentraţie a vitaminelor din grupa B explică, in mare má- 

sură, efectele terapeutice ale drojdiilor. . 
„Vitaminele din complexül-B'participá la un număr mare de procese 

metabolice “complexe; asigurînd homeostazia ' organismului" st protecţia 
faţă de factorii perturbatori.: Acest efect: protectiv se manifestă: încă din 
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Conţinutul în vitamine al diferitelor drojdii 
"(După Bruggemann' si Niesar) 


Tabelul 61 


Vitamine, USA 2 A Eu 8 "Drojdie de ' 3 mA E 
mg ie „Dr ojdii sălbatice | panificaţie i Drojdie de bere 
MEN D) e 
Vitamina Bj ' TUE 32 Iz 7723 
My Sa? 0,5—3. 0,9— |, 4,0—36,0 ` 
Vitamina B» NOE 3,6 Cr 
D 49—12 -2,5—8,5 i 1545,0 
Vitamina Bg 34. 42. 45: 
d at 0,4-—5,0 -3,6—6,0 3,0—7,5 
Acid nicotinic ` 45,3 954 50,0 
| :20,5—62,3 .11,0—50,3 30,5—93 
Acid pantotenie.. | TS | 18,2 102. 
| ia, maar o te! 14,5—35,1 9/220 96 
Acid folic | es 9. Su d Aë? : 2,6. 
A 0,2—4,8 d 1,29—3,5. ` 1,9—3,0 K 
Acid paraminobenzoic `` 0,8 A NI8,6 ; Ti l 28. 
et HENRI äer 2,1—5,6 :0,1—10,0 
Biotina - DT" Pr NS la 0,13 Cd 0008: 
iah, cua 012-02 2. 007—024 | |.  0,02—0,1 
Inozita | ds — dae | —-— 9. E 5907 
Ergosterol j 400 i : 500. 
L a on Hi i 440—500 


faza embrionalá, avitaminozele putînd provoca. efecte teratogene. (Ter- 
roine, Courcy, 1969). `. ne. Mäe | NT Vë 
Dintre vitaminele. din -complexul B, 0. influenţă deosebită asupra 
embrionului. fătului o exercită. tiamina. $i riboflavina. Lipsa vitami- 
nei B, în alimentaţia mamei produce edeme si encefalie la nou-născut 
(Phaltz, 1955). Reacţia embrionului la insuficienţa de riboflavină in. 
hrană: depinde de stadiul graviditátii in care se instalează dezechilibrul. 
Astfel, Kalter (1959) excluzind din alimentaţia soarecilor vitamina Bə în 
zilele.8—13 de graviditate, prin introducerea antivitaminei galactofla- 
vina, a constatat malformații la nivelul creierului si a aparatului di- 
gestiv. ` UA i u^ alacidlo si. A zx 
Deficitul în organismul mamei si, ca urmare a fătului, a vitami- 
nei Bg, a acidului -pantotenic si a acidului folic produce mutații la em- 
brion (Giroult, 1957). După datele lui Nelson ai colab. (1957), excluderea 
din rația alimentară pentru șobolani, pe parcursul a 4—10 zile, a acidu- 
lui pantotenie, în perioada. de gestație, „măreşte procentul. de mortali- 
tate a embrionului. Introducerea în hrană a antivitaminei acidului folic 
dereglează:embriogeneza: în primele zile ale: gravidităţii conduce la. mor- 
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talitatea fătului, pe. cînd) în stadiul orgenggenazei provoacă malformații 
(Nelson 1960). 

Afectarea embriogenezei are. loc án “cazul. insuficientei. nicotinami- 
E Introducerea- antivitaminei PP. máreste mortalitatea si: dereglează 
dezvoltarea: normală (Pinsky. şi Fraser, 1960). 


Explicaţia” acţiunii 'teratogene a avitaminozelor: constă in  tulbura- 
rea: succesiunii. regulate: a reacţiilor ‘biochimice. care stau la baza.acti- 
vitátii celulare. “Scăderea intensității proceselor” oxidative este resimţită 
cu. prioritate de structurile, cele: mai active. si, in functie de intensitatea 
tulburárilor. metabolice, -rezultatul va. consta fie în: oprirea : dezvoltării 
unei părţi a corpului în stadii .ontogenetice timpurii sau;'absenta- indi- 
vidualizárii unor.. „muguri“; embrionari: care, rămîn fuzionati, fie in 
apariţia. unor . zone de necrobioză ireversibilă, Prin aceleași modificări 
“ale. biocatalizatorilor ; este imposibil să. se modifice mecanismul. procese- 
lor. de. inducție, prin care un grup, de celule „provoacă: diferenţierea. altui 


grup, să împiedice .sinteza..unor „substanțe cu. rol; morfogenetic, sau. să 
acumuleze. metaboliți cu.efecte toxice. 


S-a: stabilit. că în avitaminozele teratogene: apar doară ale me- 


tabolismului acizilor nucleici, perturbări biochimice ale sistemului . ner- 
vos $i osos. 


Vitaminele din grupa B exercită un efect protector. in: intoxicatiile 
cu. hidrocarburi ;clorurate; “benzol, fenoli, nitrili, mercur,; plumb, fluor; 
sulfură de carbon: etc. (Stancelova,. 1981). 


Experiențele efectuate pe cobai au demonstrat cá loturile‘ expuse 
la tetraclorurá de carbon, cu un ;deficit. de vitamine în ratie, prezintă 
afecțiuni ale ; sistemului; nervos, reducerea: greutății, corporale; micsora- 
rea: temperaturii: corpului si a conceniratiei de acid. hipuric- in urină. 
În schimb, se: mărește; conţinutul. total de lipide si colesterol în plasma 
sanguină, concomitent. cu micșorarea, cantităţii de proteine şi: de. gru- 


pări SH. in. plasmă, reducerea. activităţii glucozei -fosfatazei:.din. singe 
(Stahcelova, 1981). 


Adăugarea de vitamine hidrosolubile ca tiaminá, . riboflavină, vita- 
mina Biz, acid:-folic,:inclusiv a preparatelor; din. drojdii, alături de. vita- 
mina E a frînat efectele negative. menţionate, inclusiv formarea radi- 
calilor: liberi; care induc. -procesele de -peroxidare a acizilor: graşi 
nesaturati- din. membrana reticulului endoplasmatic. 


Expunerea animalelor de.experientà la vapori. de fenoli determină 
o inhibare a acetilárii incepind din a 10 zi a experimentului, cu ácumu- 
larea acidului piruvic in sînge și urină, concomitent cu cresterea de co- 
lesterol în serul sanguin. Adăugarea de vitamine ín ratie Si -anume: 
tiamină (150 ug), pantotenat; de calciu. (650: ug) și; acid ascorbic deter- 


mină o normalizare a metabolismului glucidic si Jipidic (Skortzova, si 
colab., 1981).  ; 


Efectul- profilactic al tie este! diac: prin actiunea de sti- 
inularé “a: oxidării gi. decarboxilării piruvatului, a biosintezei 'coenzi- 
mei A, ceea ce are ca efect. reducerea conținutului. dé: acid. piruvic in 
singe şi în: urină. Un- rol central în . aceste procese îl, iare- tiamina si 
pantotenatul, exercitind.:o. acţiune. de reglare a: -acetilării Sia metabo- 
lismului. Administrarea concomitentă- a ¿acidului ascorbic. cu tiamina, şi 


373 


pantotenatul de. calciu : are un efect mai bun decît fiecare! vitamină în 
parte. . 

"Acţiunea Ados a nitrilului şi acidalui acrilic- se manifestă! prin de- 
reglări. profunde, în primul: rind prin reducerea intensitátii respiratorii 
a “tesuturilor. Intoxicația produce transformări: ale activităţii "unor  en- 
zime din singe, în. special a catalazei, peroxidazei; citocromoxidazei, 
posibil a hemosintetazelor, Leen, cp produce, o. reducere à concentratiei 
hemoglobinei st micșorarea numărului de eritrocite din. sînge. j 


Vitaminele din grupa B: 'tiâmina, riboflavina, piridoxina' si nicoti- 
namida: pot exercita efecte: de protecţie in intoxicatiile eu nitril si acid 
acrilic, asigurind: homeostazia organismului. i 


Tiamina are un rol central în metabolismul glucidic, insuficienta 
aportulüi afectind cu prioritate şi predominant : activitatea sistemului 
nervos central si periferic. Ea 'este indispensabilă în utilizarea glucide- 
lor de cátre organism și, ca urmare, cu cît se consumă o cântitate mai 
mare de glucide cu atît este mai necesară mai multă tiamină. Deficitul 
in vitamina B, se manifestă prin simptome intestinale, afecţiuni lani- 
nm aparatului locomotor, cardiovascular! ete: (Caster și Meadows, 
1980) | 


Insuficienta in alimentatie a vitaminei B; conduce la o serie de de- 
reglári imunologice: Astfel, s-a observat afectarea activităţii leucocitelor, 
scăderea activităţii macrofagilor asuprá^baeteriilor 'virălente, micşorarea 
conţinutului de complement în serul ta curii fără a “se constate modi- 
ficarea activităţii properdinei. 


Tiamina” stimulează forarea! Buste der dinticozpi, jn special, a 
hemolizinelor; In condiţiile unei insuficiente în această vitamină !bio- 
sinteza 'anticorpilor poate fi frinatá; dar nu dereglată, astfel că: prin- 
tr-un: aport normál; echilibrul se restabilește. Unii autori consideră că 
insuficienţa de tiamină influenţează negativ informaţia imunologică ^a 
celulei. Este: interesantă; o remarcă fácutá; şi anume 'că avitatninoza tia- 
minică. provoacá la animale -atrofia timusului, organ gi: arat în réac- 
tivitatea 'imunologică a organismului. | 91 

Vitamina B, este implicată in procesele: de fagocitoză ce sînt de- 
pendente de'ciclul pentozic, in: care. intervine tiamina: Totuşi, fagocitoza 
este, în mai mică măsură, influenţată: de insuficiența" în tiamină, decît 
sinteza. anticorpilor. Aceasta. se. explică prin faptul cà, în țesutul lim- 
fatic; -ciclul pentozic — o mai mare stabilitate la insuficienţa de 
tiamină. : 

Cercetările făcute prin: tittodimeted. 'antiritetebolitulüt oxitiaminá au 
pus in evidenţă; o depresie a'activitátii' fagocitare a neutrofilelor, o:mic- 
sorare dramaticá a activității bactericide: nespecifice. a serului sanguin 
și o redücere a conţinutului. său. în complement. Rezultate contradictorii 
s-au obținut numai în. cazul infecțiilor cu viruşi, caz in care s-a cons- 
tatat.o “creştere a agresivitátii- infectiei atunci „cînd, aportul de ;vita- 
mină B, a fost normal. Acest lucru este. explicat: de. unii autori prin 
posibilitatea. utilizării! tiaminei:în procesele de repliere a viruşilor. 

Vitamina B, este: recomandată în peste:230 de afecţiuni, respectiv 
nevrite,. boli: ale sistemului nervos: central, simptome po brat den s 
diabet zaharat cu-acidoză si comă, toxemia’ de sarciná etc. 
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Numeroşi autori au: demonstrat .implicatiile deficitului de vita- 
mină B; in hipertensiune: si aterósclerozá. Este ştiut cá. Gaming şi enzi- 
mele tiaminice au. un rol important în schimbul. de substanțe din mio- 
card. Sursa principală: de energie a mugchiului inimii! o reprezintă ciclul 
acizilor tricarboxilici. Maren sensibilitate "a mușchiului inimii la. lipsa 
de iiamină se datorează participării tiaminpirofosfatului la funcţiile en- 
zimelor tiaminice. Încă din 1958. Olson a demonstrat rolul avitaminozei Du 
in dereglarea metabolismului. energetic. al cordului. În experientele pe 
cobai, la un nivel mai mie de 2,5ug/g. vitaminá Du, s-a: constatat o redu- 
cere rapidă a formării piruvâtului $i dereglarea. funcțiilor inimii. S-a 
evidenţiat faptul că: reducerea activităţii enzimelor tiaminice din mus- 
chii inimii conduce la o micsorare:d proceselor.de oxidare in miocard şi, 
ca'urmare,!0' reducere a “absorbției: oxigenului. “Toate. acestea: determină 
o reducerea nivelului ATPzului care, în final, se manifestă cu profunde 
transformări morfologice în mitocondrii. Astfel se explică din ce cauză 
avitaminoza: Bp în miocard are influenţă nu numai asupra enzimelor în 
compoziţia “cărora intră aceasta, ci.si asupra:altor enzime de importanţă 
metabolică; . e o i ut si / 

O serie: de date demonstrează! efectul anticancerigen pe care-l: exer- 
citá vitamina Du în. cazul administrării a 7 ,12-dimetilbenzantracenului. 

Riboflavina! intervine.. in. reacțiile: de „oxidare la. nivelul: celulelor 
tuturor. ţesuturilor, intrind în structura enzimelor flavinice în calitate 
de. coenzimă. Participă la metabolismele glucidelor, lipidelor $i aminoa- 
cizilor. (Rutishauser, 1979). |... ie ng 


ici 


Vitamina. B, este recomandată, în numeroase maladii, ca: stomatite, 
dermatite, conjunctivite, . cataracte, vascularizatia,.corneei,. psoriazis,. ac- 
nee rozacee, cheratite etc.. SR EN m eus ape 4 

. Avitaminoza B, influenţează reacţiile. imunologice, prin micşorarea 
activităţii. complementului din serul, sanguin, a conţinutului de lizozim 
din salivă, prin dereglarea. proprietăţilor, granulocitelor.. Concomitent, se 
modifică rezistenţa nespecifică,. deficitul de riboflavină .afectind reacția 
la .protozoare. E | de Ter ieg ad dia. 134 

^ La bolnavii de aterosclerozá si, hipertensiune se constată o dezechi- 
librare a metabolismului vitaminei -B încă din faza preclinicá. Excretia 
zilnică a riboflavinei la bolnavii de nevroze cardiăce este de trei ori 
mai mică decît la cei sănătoși. | D | | | 

“Adăugarea” în 'alimente a riboflavinei inhibă dezvoltarea canceru- 
lui ficatului indus de colorantii' azoici. Prin introducerea în hrană 4-di- 
metilazobenzolului (DAB) sau a 3-metil-4-dimetilaminobenzolului se re- 
duce rapid conţinutul acestei vitamine în ficatul sobolanilor, “ceea: ce 
demonstrează participarea acesteia la metabolizarea “substanţelor: 'cance- 
rigene. Efectul protector este proporțional cu concentrația vitaminei Bə. 

Influenţa flavinelor în procesul carcinogenezei hepatice sint deose- 
bit de semnificative. Rosenberg si Hurst (1964) studiind: conţinutul de 
flavine' totale au constătat o'scádere a flavinelor: în 'hepâtom de 10 ori 
față de ficatul normal.: Okuda- (1963) à observat că după administrarea 
de DAB scade conţinutul de vitamină B, în ficat şi crește: excreţia. uri- 
nará. Apói Okuda si Harnia (1964) au arătat că, in timpul procesului 
de cancerizare, activitatea unor. enzime flavinice (D-aminooxidaza, xan- 
tinoxidaza, ' succindehidrogenaza, - NADH 'citocrom-c-reductaza, NADPH- 


375 


citocrom-c-reductaza) este sensibil scăzută: Administrarea vitaminei B> 
in. cursul carcinogenezei întîrzie: considerabil -aparitia hepatomului și se 
apreciază că această. acţiune! de protecţie se datorește faptului. cá vita- 
mina Bs participă in calitate de. coenzimá la scindarea .punţii azoice a co- 
loranţilor'şi, prin aceasta, la mecanismul: de detoxifiere. 

Acidul pantotenie (vitamina B;) este D-(4-)-o,. y-dihidroxi; p-dime- 
tilbutiril-f-alanina, forma activă ` fiind numai izomerul D: Activitatea 
biologică este corelată cu; prezenţa în moleculă a P-alaninei. ` - 

Acidul pantotenic prezintă o importanță fiziologică deosebită deoa- 
rece intră in-structura.coenzimei A care. intervine în desfăşurarea reac- 
țiilor din ciclul acizilor -tricarboxilici. În aceste: reacţii, coenzima A ac- 
ţionează in. strînsă corelaţie cu acidul lipoic:: i f 

„ “Procesele de ;f-oxidare. a aclzilor grași hu. pot: avea loc. în- lipsa 
acestei -coenzime. Ciclul descompunerii oxidative‘ a acizilor: grași este 
strîns legat de ciclul acizilor. tricarboxilici, prin care acetilcoenzima A 
rezultată din acizii: graşi se oxidează, in CO, si HO. cu eliberarea unei 
cantități de energie sub formă:de ATP. Coenzima A participă nù numai 
la biosinteza acizilor grași, dar si a.altor acizi: organici, la metabolismul 
aminoacizilor; proteinelor: st a multor compuși ciclici: (Szordy, 1967). 

Concomitent eu" transacetilareă,. coenzima A poate participa la reac- 
Ha de -benzoilare a. glicinei: în acid hipuric;'exercitind un efect de de- 
toxifiere (16). ^ 7 * 

“Acidul pantotenic, sub formă de acetil-CoA, participă la biosinteza 
sterolilor din care se formeazá substante biologic active ca vitamina D, 
corticosteroizii, hormonii sexuali și acizii” biliari. Un rol important il 
are acidul pantotenic în fosforilarea oxidativă, în special în sinteza coen- 
zimei si a altor substanţe care participă la transferul de electroni.  ' 

„Funcţiile acidului pjintotenié sînt “strîns legate. de ele ale altor 
vitamine, el. participind, de exemplu, la sinteza carotenilor. În: același 
timp, o serie de vitamine (piridoxina, acizii folic, N-aminobenzoic, ascor- 
bic şi vitamina B+), sub formă de coenzime, participă la biosinteza aci- 
dului pantotenic. ` Pra t 

Acidul pantotenic.este legat :de funcţiile hormonilor suprarenali (in 
procesele de -formare, a. glicogenului în ficat) şi de acumularea compusi- 


lor, cetonici în insuficienţa insulinică.. 

Acidul pantotenic asigură creşterea..și dezvoltarea normală, integri- 
tatea tegumentelor, a sistemului nervos. Rezistenţa la infecţii a organis- 
mului. cu insuficienţă de acid, pantotenic, se reduce brusc; Se constată. o 
micsorare a agresivităţii leucocitelor..Deficitul de vitamină a determinat 
la.cobai,o; micşorare rapidă a nivelului properdinei care: revine la normal 
după. administrarea de acid pantotenic, d odii 

„Acidul. folic sau pteroilglutamic, participă, sub formă de coenzimă, 
la. biosinteza, nucleotidelor pirimidinice, . biosinteza metioninei si meta- 
bolismul. serinei, glicocolului, .histidinei. Intervine in procesul de cres- 
tere la:animalele tinere si, in mod specific, in hematopoezá. M ri 

*. Principalele simptome ale avitaminozei constau în tulburări de cres- 
tere: precum și în perturbarea hematopoezei, care conduce-la anemia hi- 
poeromă. Se admite că acidul folic intervine şi în anemia pernicioasă în 
care, însă, rolul esenţial îl are vitamina B, | 
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Acidul folic, alături de alte vitamine! din complexul B; s-a devedit 
eficace în protecţia faţă de xenobiotice (Gastineau şi colab, 1979). Droj- 
diile. sînt'o sursă foarte: bogată „în această vitaminá, determinindu-se o 
concentraţie: "de :20—40: mg/kg, faţă. de mai puţin de.1 mg in alte ve: 
getale: | NE | [engin io di 
. Niacina:si nicotinamida intrá in structura unor! enzime de oxidore- 
ducere sub formă de coezime NAD și NADP, compuşi ce intervin in ` 
numeroase iprocese metabolice. Vitamina PP: este! necesară „pentru “buna 
funcţionare a tuturor organelor şi ţesuturilor, îndeosebi. a:sistemului ner- 
vos, tubului digestiv și țesutului cutanat (Băcanu și colab, 1979). 

-Nicotinamida ` întră ^in + structura! nicotinamidadeninnucleotidului 
(NAD) cu rol central în procesele! de: oxidoreducere: din miocard.. În felul 
acesta se explică efectele benefice in: tratamentul 'aterosclerozei, a insu- 
ficienței coronariene si.al infárctului miocardic (Băcanu. si colab., 1978). 

Acidul! nicotinic, în calitate decoenzimá à NADPH, are un ról im- 
portant: în metabolizarea xenobioticelor. S-a arătat cá numeroase 'subs- 
tante: chimice de poluare. și. medicamente: ` hidrocarburile aromatice 
policiclice, aflatoxinele, nitrozaminele, coloranții azoici, ca şi alte: struc- 
iuri cu potential: cancerigen: sînt 'oxidate "de sistemele enzimatice micrò- 
zomale. Sistemul de transport. electronic, din. microzomi. porneşte de: la 
NADPH, realizind un: transfer: de: echivalenți de-a lungul unui Sir de 
trañsportóri "redox, Pre sii A £N i | 

in hepatomul indus.de p-diaminobenzen (p-DAB), activitatea a di- 
ferite oxidoreductaze 'este, in: general, scăzută, valorile. oscilînd, după di- 
versi autori între 0—759/, faţă. de valorile din: ficatul. normal. Scăderea 
activităţii oxidoreductazelor parea fi un fenomen. strîns legat de. proce- 
sul: de careinogeneză. Mai. multi autori, Teodoritiu şi Mustea (50), Mann 
şi Quastel (1957), Holzner. si. Boltze. (1958) precum. și Schmith (1964), au 
constatat cá administrarea nicotidamidelor. păstrează un anumit nivel al 
concentraţiei nicotinamidadeninnucleotidelor . în. organism, .aşiguriînd.. o 
refacere continuă. Matuyama. şi Nagayo (1962), studiind, influența nico- 
tinamidei şi: NAD-ului asupra dezvoltării tumorilor induse de DAD, au 
constatat un. efect de relativă frinare/in ritmul de dezvoltare. . A 

Morton (1960).a: arătat -că 'administrarea- de ATP. şi NAD împiedică 
deformarea. mitocondriilor:în procesul.de cancerizare, 

Vitamina Bg participă în. calitate de .coenzimá la activitatea a 
peste 100 enzime' care sînt; esenţiale în diferite. metabolisme, în: special a 
aminoacizilor, bazelor: pirinice! şi pirimidnice, în sinteza hemoglobinei, a 
unor 'coenzime (NAD, NADPH, coenzima: A), a unor hormoni si media- 
torio (catecholamină, “seratonină ete.); Suplimentar; are implicaţii profun- 
de în metabolismul lipidelor şi al sistemului nervos central.; 

Deficitul de. piridoxină- influenţează negativ mecanismele. imunită- 
tii naturale, observîndu-se o micsorare- rapidă a activităţii, complementu- 


lui-si.;o;.diminuare-a proprietăţilor... neutrofilelor. Micsorarea activităţii 
bactericide, este. legată, - probabil, de scăderea activităţii peroxidazei ob- 
servatá în avitaminoza Be: «59s 2 e 

Un aport.suficient de piridoxiná: stimulează. activitatea fagocitară a 
celulelor! sistemului reticuloendotelial, a-granulocitelor, precum. si. acce- 
lerarea distrugerii microorganismelor (Debes si Kirusey, 1979). 
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"Un rol important; se ;acordăf vitaminei De în prevenirea. : aterosclero- 
zei şi hipertensiunii; S-a putut stabili! că: în. organismul bolnavilor. de 
hipertensiune: conţinutul de vitamină Bg este “mult. mai mie: decit la cei 
sănătoși, iar 'în infarctul miocardic. se! înregistrează, de asemenea, o scă- 
dere severă a nivelului sanguin al. acestei vitamine. Piridoxina participă 
la mecanismul: lipidic:si cel al. colesterolului, favorizînd totodată sinteza 
sfingolipidelor. ET ; TEET 

Vitamina Bg: realizează o protecţie a organismului în jintoxicaţiile 
cronice cu alcool. Fa determină o norializare: a „proceselor. enzimatice, 
în special a celor de.oxidoreducere, a:raportului NADP/NAD.. ! 

Ín..cancerogenezá:se: constată ;micşorarea: conţinutului. de-vitaminá Be 
Și al coenzimei: respective: în ficatul: șoarecilor, micșorarea: activităţii 
transaminazelor,;. creşterea excretiei in- urină a “acidului *4-piridoxinic: O 
serie! de autori menţionează că vitamina Bg poate! avea un efect: protec= 
tor; În cancerogeneză, în special în carcinomul. de 'ascitá. Ehrlich. (Rein- 
ken.si Dupont, 1978). JVoilos rd | 

Acidul pangamic: Deoarece acidul“ pangamic-vitamina Bu contine 
un număr, mare de grupări metil, care pot fi folosite: ea donaţori, parti- 
cipă la“ sinteza colinei; metioninei, adrenalinei;- sterolilor, la. metilarea 
ARN-ului ete; Datorită: participárii-sale-la biosinteza colinei, imetioninei 
$i betainei, exercită o; acțiune lipotropă, "prevenind infiltratia grasă a 
ficatului: (Frey si colab., 1976). | 

„ “Acidul! pangamic' intensifică oxidarea 'aerobă si micşorează !intensi- 
tatea glicolizei; Pe această proprietate! se bazează utilizarea; vitaminei B; 
în tratamentul hipoxiei in insuficientele coronariene. 

Acidul "pangamic: are un ‘efect de protecție în intoxicatiile cronice şi 
acute cu diferiți compuși clorürati (tetraclorura de carbon), ou barbitu- 
rice, cortizon, alcool si unele antibiotice din: gripa tetraciclinelor. Con- 
form cercetărilor, lui Krebs, această acţiune a acidului pângamic! este co- 
relatá cu oxidarea: substanţelor care'se acumulează în diferite intoxicații. 
Ca urmare, vitamina D. este folosită în tratamentul intoxicaţiilor: acute. 
Capacitatea acidului pangamic de a stimula procesele oxidative în tesu- 
turi de a normaliza metabolismul lipidic si glucidic” a determinat utili- 
Zarea 'să in. tratamentul şi profilaxia insuficientei coronariene, diabetului, 
pneumosclerozei, astmului -bronhial st în prevenirea. proceselor de îm- 
bátrinire. | Katz |] doi file LA 

Inozitolul intră in: compoziţia  fosfoinozitelor, compuşi care “posedă 
„proprietăţi funcţionale importante, exercitind: o acţiune lipotropá: directă 
cît ai indirectă prin :eliberárea 'metioninei din proteine; Participă la. 
transformarea uracilului încitozină' sau'uridinà, determinind deci biosin- 
teza acizilor:nucleici.. 2 | j ! 

Drojdia de bere reprezintă o sursă foarte bogată, în! inozitol, depă- 
Sind de eîteva ori cele:mai bogate surse alimentare. 

Deoarece inozitolul ‘are o puternică acţiune: lipotropă ce poate nor- 
maliza metabolismul colesterolului, este folosit. pentru tratámentul' dife- 
ritor afecţiuni hepatice care se exprimă sub formă: infiltratiei grase.a 
ficatului. În hepatitele infecțioase; ciroza ficatului, în intoxicatiile acestui 
“organ, inozitolul administrat “concomitent cu alți factori. lipotropi, ca 
„metionina, colina si vitaminele din. grupul B, dă rezultate foarte. bune. 
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împreună ‘cu tocoferolul, -inozitolul este utilizat. în miopatie: progresivă. 


Această vitamină dă, de asemenea, rezultate bune în protecţia. inimii, 
îmbunătăţind activitatea motorie a acesteia. | l 


Are un efect: protector in intoxicatiile cu substante hepatotoxice (cu 


excepţia tetraclorurii de carbon). Dă bune rezultate în astenie si convales- 
.centà, fiind stimulent al nutritiei si troficitátii musculare. 


Colina participă la două funcţii biologice importante: de donor de 


compuşi metalici, în procesele, de transmetilare; component al acetilco-- 
linei care acţionează ca mediator al impulsurilor nervoase. Prima func-. 


“ție este legată cu efectul lipotrop, specific acestui component, 'O acţiune 
similară exercită metionina, “mezoinozitolul şi treonina. Aceste sub- 
stante lipotrope au capacitatea. de a mobiliza lipidele din ficat care sînt 
transferate apoi în alte EECH Acţiunea lipotropă a colinei este core- 
lată cu formarea lecitinei. În acest caz colina interacționează. cu ATP-ul 
si se formează fosforilcolina'ca produs intermediar. | | | 


-. "projdiile sînt surse bogate în fosfolipide, in special in colină, lipidele 
drojdiilor fiind formate; în cea mai mare parte, din fosfolipide. ver 


Colina are o largă utilizare în tratamentul hepatitei, în ciroză, în 


diferite intoxicații hepatice; ea se folosește în diabet pentru reglarea, me- 
tabolismului lipidic și glucidic in ficat, in tratarea schizofreniei si în 
tratarea alcoolismului cronic, precum şi în tratamentul stărilor: patolo- 
gice ale ficatului. Deoarece colina reduce conţinutul de colesterol din 
sînge poate fi folosită şi în tratamentul aterosclerozei.. . $ 

În levuri s-au identificat si alti factori cărora li se atribuie rol vita- 
minic, ca vitamina B; sau factorul „enteral“ al lui Jacquot care inter- 
vine în funcţionarea mucoasei intestinale, factorii L, și Lə care stimu- l 
lează lactatia etc. ^ j | 

Dintre vitaminele liposolubile, drojdiile sint bogate in provitamină 
D-ergosteroli (5—6 g/kg), Jlacquot,a „pus în evidenţă faptul cá printr-o 
iradiere cu ultraviolete, bine condusă, se poate dezvolta o acţiune anti- 
rahitogenă de 4 ori mai intensă decit-uleiul de ficat de morun (Gounelle 
si Cofman, 1956). ` C p 

Vitamina E se găseşte în doze inferioare celor din germenii de grîu, 
dar superioare altor alimente, în. special celor de origine animală. 

Levurild sînt complet lipsite de vitaminele A și -C, din care cauză se 
recomandă să se obţină preparate prin combinarea cu produse bogate in 
aceste vitamine. Lu | 


5.4. ACȚIUNEA TERAPEUTICĂ A PLASMOLIZATULUI 
| DE DROJDIE DE BERE 


În cadrul Universităţii din Galaţi s-a obţinut un plasmolizat de droj- 
die, după schema tehnologică prezentată în fig. 93:. — — , Ud s 
"Compoziţia „brută. este următoarea: proteine, 39,5; lipide, 14,1; glu- 
cide, 25,2; cenușă, 5,5; fibre brute, 3,5. o dér AA 
Conţinutul în aminoacizi esenţiali este următorul (mg aminoacizi/g 
aminoacizi. totali): iizoleucină, 89; leucină, 188; liziná, 154; fenilalanină, 
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107; tirozină, 86; cistină, 37; metionină, 55; „treonină, 107; triptofan; 81; 
váliná; 146.. 


Totalul” aminoacizilor esentiali-(g: aminoacid/100- g proteină) == 383. 


Continutul in. vitamine (mg9/9)::B,, 8,5; PP, 3 :90; -Bs, 1,35; acid pan- 
totenic, 15. *1B8 f 2 | ! | 


le oc in minerale (mgo): Ca, 0,036; K, 0,90; Mg, 0,22; 
Mn, 0,012; P, „0.86; Na, 0,002; Ae 0,004; Cu, 0,008. 
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Fig. .93. Schema tehnologică de obținere: à plasmolizatului de 'drojdie. 
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. Plasmolizatul de drojdie realizat de Universitatea Galaţi: a: fost':stu- 
diat pe animale de laborator: de Institutul de Igiená si Sănătate Publică 
laşi (colectiv dr. Gh: Chera), în condiţiile administrării unui regim: se- 
misintetic. format din. cazeină, ulei: ^de. floarea- soarelui, amidon de: po- 
rumb, suplimentat cu ‘L cisteină, vitamine B, A, D, E şi amestec salin 
Osborn-Mendel (Chera si colab, 1985). 

' Regimul semisintetic cu 49/y cazeiná a provocat o scădere ponderală 
de — 13,924-5,419^, in timp ce suplimentarea cu plasmolizat a prevenit 
scáderea ponderală, stimulind creşterea în greutate pir la 4-17,174- 
7-11,070/^, faţă de valoarea medie iniţială. 

Dozările de proteine hepatice au scos în evidenţă reechilibrarea sin- 
tezei proteice, determinată de suplimentarea proteinelor prin plasmoli- 
zat si de conţinutul echilibrat în aminoacizi esentiali. :S-a constatat o 
netă creștere a sintezei proteinelor la loturile cu-plasmolizat, la 645,33-- 
::83,560 mg proteine. hepatice/g tesut-hepatic umed, faţă de 518, 60T 
+-88,79 mg la: loturile cu regim pe bază de cazeină. Fenomenul se repetă 
și în cazul sintezei albuminelor si globulinelor serice, oglindită în deter- 
minările de proteine serice totale ale căror valori sînt normalizate pînă 
la nivelul celor, obţinute. în condiţiile regimului de crescătorie (fig. 94). 

Efectul stimulator al sintezei proteice la nivelul ficatului se explică 
prin conţinutul . bogat al drojdiei de. bere în. acid :aspartic, acid glutamic 
şi lizină, acizi, aminaţi utilizaţi si in clinică. Totodată, administrarea de 
plasmolizat a; determinat o stimulare a sintezei hemoglobinei (fig. 95). 


Printr-un regim alimentar: puternic. carenfat s-a provocat distrofia 
ficatului care, la examenul histologic, a pr: ezentat: alterári SE nucleelor, 


' Proteine 
'hepatice 


serice ., ois "T ;JGlobutine 
„total. 


„Albumie 


) Fig. :94. Variatiile Pitt ud NA proteinelor: hepatice: şi use- 
rice în condiţiile regimului hipoproteic. şi cp adaos de plas-, 
molizat de drojdie: 

A regim’ de “crescătorie; B —. regim 'hipoproteiec; [o —: 
regim: E cu need de drojdie. 


de "Ja citm Gtia na "a sote ȘI: hipercromie, pînă la pienoliză şi 
instalarea: necrozelor parcelare: -steatoză. hepatică . de diferite grade, înce- 
pind cu picáturi:pulvurulente' centrolobulare, pînă là constituirea chisti- 
Jor hepatici cu dispersie: generală, rezultat din contopirea a două sau mai 
multe -hepatocite prin“ ruperea“ membranelor. celulare. În caniculele 
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biliare perilobulare si în spaţiile portale, la-unele-animale se:observă aglu- 
tinári de: pigmenţi biliari. Prin suplimentarea. regimului distrofiant. cu 
plasmolizat de drojdie s-a observat oprirea evoluţiei acestor transformări 
degenerative şi chiar ușoare efecte regenerative... 


f] 


obinaf * 


f 
D 


Concentratle hemog 


Fig. 95. Valorile hemoglobinei la sobolanii supuși 
dietei 'stândard -şi a dietei suplimentare! cu plasmoli- 

.f-2: fü zat:de drojdie: 

A — regim, de crescătorie; B. — regim. hipoproteic; 

C — regim suplimentat cu plasmolizât de drojdie. 


două efecte cu ecou profund la nivelul hepatocitelor: 

— o diminuare de proteine si aminoacizi disponibili pentru procesele 
de regenerare hepatică; ij 

— o reducere a concentraţiei aminoacizilor sulfhidrilici în momentul 
în care diferite toxine interferează cu alte funcţii SH, producînd o inacti- 
vare sau depletiţie a numeroase enzime indispensabile pentru sistemul 
biochimic vital din celulă. bad Va T | 

In literatura de specialitate se mentioneazá.faptul cá intensitatea le- 
ziunilor morfologice induse de tetraclorura de carbon și alte substanţe 
toxice se atenuează în prezenţa unor compuși cu acidul aspartic,. nicoti- 
nic, triptofan, aminoacizi eu sulf, glutation, antioxidanți, care sint pre- 
zenti in plasmolizatul de drojdie. Aminoacizii reprezintă materialul plas- 
tic pentru sinteza: proteică, iar unii din ei, cum este arginina, au o impor- 


După cum este cunoscut (Timar, 1980) deficienfa in proteine produce 
| 


tanță deosebită în biochimismul hepatocitului. 

In hepatocit.existá o cantitate mare de substrat care poate fi supus 
peroxidării. Circa 409/, din lipidele din: structura. membranelor . contin 
acizi grași nesaturati, concentraţia lor variind în funcţie de tipul de mem- 
brană. Aceştia sînt supuși proceselor de peroxidare, proces metabolic mor- 
mal, a cărui viteză este reglată de 'sisteme „antioxidante enzimatice: și ne- 
enzimatice. În :condiţii de agresiune, sub acţiunea factorilor .endogeni şi 
exogeni,: are loc intensificarea! proceselor de peroxidare, cu dereglarea 
proceselor celulare. În procesele ` de: neutralizare ia „peroxizilor un. roi 
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central îl are, după cum s-a; arătat, glutationul, prezent în cantităţi mari 
în'drojdia de bere, * | 

'Pentru.a' se stabili efectul hepatoprotector al plasmolizatului de droj- 
die s-au determinat lipidele hepatice și serice (fig. 96): S-a constatat: că 


: -Lipide serice (mg) 


, /.'Fig. 96. Valorile lipidice serice. totale: 
A:— regim de: crescátorie;;B —.regim-hipoproteic; 
C, — regim, suplimentat cu. plasmolizat de drojdie. 


lipidele serice scad la animalele supuse la o dietă cu plasmolizat, - acest 
efect benefic fiind pus pe seama conţinutului ridicat în acid nicotinic. 

: Posfataza alcalină scade, de asemenea, la animalele care au primit 
regim. alimentar cu plasmolizat, ceea ce indică efectul benefic asupra he- 


patocitelor. Transaminazele serice înregistrează, în schimb, o scădere, 
ceea ce evidenţiază efectul protector al 'suplimentării dietei cu plasmolizat 
de drojdie, ceea ce se corelează cu diminuarea. permeabilitátii membra- 
nelor hepatocelulare si a intensității necrozelor (fig. 97). | 


Fig. 97. Valorile transaminazelor ` se: 
l is rice: S d. : As 
A — regim' de crescătorie; B — re- 
gim hipoproteic; C — regim süplimen-. 
tat cu ;plasmolizat de drojdie.. 


În urma' studiilor efectuate, Chera isi éolab: (1985) ajung la concluzia 
că rezultátele-àu mus în' evidenţă corectarea deficitului ponderal: pînă la 
o depășire pozitivă a greutăţii corporale initiale, printr-o asimilatie meta- 
bolicá mai bună: a aportului suplimentar de proteine din plăsmolizat, re- 
flectată: și în creşterea sintezelor proteinelor hepatice tisulare si ale trans- 
aminazelor serice, îndeosebi TGO, ca urmare a diminuării permeabilitàtii 
şi necrozelor hepatice celulare, provocate de regimul hipoproteic, o scă- 
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defe a fosfatazei alcaline din ser; reflectînd ameliorarea fluxului biliâr. la 
nivelul lobilor hepatici. Deoarece s-a observat si o reducere.a hiperlipe- 
miei totale din ser, autorii recomandă  plasmolizatul de drojdii ea adju- 
vant util în hepatopatii, (diabet, hiperlipidemii cât și in: alimentaţia. robo- 
rantá prin aportul sáu de substanţe, în special proteine, vitamine si 
minerale. 

Se retine índeosebi efectul hipolipemiant care, alături de efectul 
hipoglicemiant constatat de unii autori (Vaserman, 1967, Mungur, 1984; 
Offenbacher si colab., 1958), îl recomandă ca adjuvant în terapeutica hiper- 
glicemiilor, in special in diabetul zaharat, care intruneste deopotrivă si 
hipercolesterolemie si hiperglicemie, în aterosclerozá, in. tratamentul unor 
hiperlipoproteinemii. 

Plasmolizatul de drojdie pulbere, sub formá de tablete, a fost testat 
la Clinica de Diabet, Nutriție și Boli ;Metabolice, sub îndrumarea prof. 
dr. doc. Iulian Mincu. Preparatul a fost bine tolerat, fiind lipsit de efecte 
secundare. S-a constatat că, datorită conţinutului bogat în vitamine, ami- 


noacizi $i mezoinozitol este recomandat, în alimentaţia omului sănătos, 
avînd proprietăţi energizante. De asemenea este indicat în stările de de- 
nutriție si carentiale, în neuropatia diabetică (Mincu şi Segal, 1987). 
Efectele favorabile ale plasmolizatului de drojdie în diabet se explică 
prin faptul că în drojdia de bere s-a pus în evidenţă, după cum s-a ară- 
tat, fapt confirmat: recent (Offenbacher-și colab; 1985), existența unui 
factor GTF (glucose tolerance-factor) care are o acțiune similară cu a 
insulinei, fiind un peptid ce contine în molecula lui crom. Faptul cá ală- 
turi de acest peptid Se găsesc numeroşi factori lipotropi, cum sînt, colina 
şi inozitolul, explică acţiunea favorabilă în diabet si, în special, în com- 
plicațiile induse de diabet. O. x e E 
Numeroase cercetări, au demonstrat cá leziunile celulare ale mucoa- 
sei, gastrice sînt asociate cu dereglări ale funcţiilor fiziologice, legate: de 
metabolismul protidic si vitaminic. În bolile, gastro-intestinale s-a înre- 
gistrat o reducere a conținutului. de vitamine A, E, C, a complexului B, 
a grupărilor SH, toate dependente de importul ; alimentar. „Cercetările 
făcute de Debry si colab. (1981) privind statutul vitaminic, pe un număr 
mare de bolnavi, au evidenţiat că subiecţii cu afecţiuni ale tubului di- 
gestiv au o frecvenţă ridicată de subcarentá de vitamine B,, Be, B, si C. 
care variază între 10-—509/, față de normal. Este interesant de menţionat 
că la iradierea stomacului se înregistrează leziuni digestive complexe care 
se asociază cu leziuni. acuţe ale endoteliului- vascular, edeme, proliferare 
endotelială si infiltrate inflamatorii perivasculare (Spiro, 1970). S-a con- 
statat.cá nici un tratament, medical nu este eficace în aceste situaţii, dar 
un aport adecvat de proteine, vitamine și oligoelemente dă rezultate fa- 
vorabile. De, asemenea, , ulcerele mucoasei digestive. apar. foarte frecvent 
la reanimare, cînd nu. există o agresiune: directă „asupra tubului digestiv. 
S-a coùstatat-că-gravitatea:ulcerațiilor digestive acute a fost remarcabil 
diminuată după reintroducerea unei. alimentatii parentale. adecvate. (Ga- 
linko st: Blygin, 1976), în special hemoragiile: digestive fiind reduse într-o 
manieră spectaculoasă prin administrarea de autolizate și plasmolizate de 
drojdii (Mavarova, 1979). - ^ 05> rate iJ gent Ne 
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În primul rînd, plasmolizatele de drojdii;se evidentiazá printr-un con- 
tinut ridicat de proteine, cu spectru armonizat in aminoacizi esenţiali, 
care pot juca un rol reparator important. Proteinele hidrolizate inhibă 
hipersecretie de acid clorhidric (Sysoev: si 'colab., 1982), acest efect. ma- 
nifestindu-se si pe fondul excitárii cu histamină. În. felul „acesfa se ex- 
plică folosirea preparatelor din drojdii în. tratamentul bolnavilor de ulcer. 

Un efect interesant în bolile digestive exercită si aminoacizii dicar- 
boxilici, prezenți in: cantităţi importante. in plasmolizatul de drojdie. În 
special acidul glutamic și acidul aspartic inhibă secreția gastrică stimulată 
de alţi aminoacizi (gliciná, valină,; .arginină), de extractul: de carne şi 
histamină, Se apreciază că efectul inhibitor al acizilor dicarboxilici se reali- 
zează la nivelul centrilor nervoși (Goliriko si  Blygin, 1976), dar nu este 
exclus ca acţiunea, lor să fie corelată cu mărirea cantităţii de bicarbonaţi, 
cu efect de neutralizare a ionilor H+, care: retrodiftuzează prin mucoasă. 

„După cum s-a arătat, în ulcerele gastrice se înregistrează un, deficit 
important de vitamine din complexul B şi plasmolizatele. de: drojdii repre- 
zintă o adevărată polivitamină naturală, cu o: dominare a complexului B, 
în special a vitaminei „Bı. Datele clinice şi experimentale , au scos in evi- 
denţă rolul important al vitaminei B, în echilibrarea funcţiilor tractului 
gastrointestinal. Deficitul- de tiamină mărește de 3 ori secreția de acid 
clorhidrie provocată pe un fond, de histamină, cu importante modificări 
în celulele parietale si organite (nucleu, lizozomi, mitocondrii). Deficiența 
tiaminică în dietă este acompaniată de inhibarea i o£ A transcetola- 
zice în mucoasa gastrică (Krhamtsov, 1979).. | 

Plasmolizatul de drojdie contribuie şi prin faptul că ionii de pota- 
siu se găsesc în exces faţă de cei de sodiu, iar ionii de magneziu faţă de 
cei: de .calciu. Cercetările întreprinse de Puşcaş si colab. (1982) au de- 
monstrat că ionii de calciu stimulează secreția acidă a stomacului si toate 
medicamentele care crese nivelul ,calcemiei produc o creștere a secreției 
acide a stomacului semnificativă si. persistentă. În schimb, magneziul in- 
hibă acţiunea calciului în unele sisteme secretorii, printre care si secretia 
acidă, el avînd un rol antagonic faţă de calciu. Ca urmare, preponderența, 
în mod natural, în plasmolizatele de drojdie, a ionilor de magneziu față 
de ionii de calciu, are o influenţă favorabilă în reglarea secreției în ulce- 
rul gastric. 


"În concluzie, produsele pe bază de drojdie, atît sub formă de celule 
viabile, cît si inactivate, pot juca un rol important în terapia a diferite 
afecțiuni, avînd avantajul unor produse naturale, care nu provoacă efecte 
secundare. 
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circuite electrice alimenta- 
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